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1. INTRODUCCION
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1.1. METABOLISMO DE L-FUCOSA Y L-RAMNOSA EN E.COLI.

La L-fucosa y la L-ramnosa son dos azúcares naturales

que E.coli es capaz de utilizar como fuente de carbono y

energía. La diferencia estructrural entre la ramnosa (6-
deoxi-manosa) y la fucosa (6-deoxi-galactosa) esta única-
mente en la posición del radical hidroxilo del C2 y C^.

La L-fucosa se metaboliza a través de la acción secuen-

cial de una serie de enzimas inducibles: la fucosa per-

measa (69), la fucosa isomerasa (65) , la fuculosa quina-
sa (74) y la fuculosa«l-fosfato aldolasa (63). Por acción
de este último enzima se forma fosfato de dihidroxiacetona

y L-lactaldehido. Aeróbicamente, el L-lactaldehido es oxi-

dado a lactato por una lactaldehido deshidrogenasa cons-

titutiva (142). El L-lactato es transformado en piruvato

por una lactato deshidrogenasa inducible (probablemente
del tipo flavoproteína) (44,85).

Anaerobicamente, todo el lactaldehido es reducido a pro-

panodiol por acción de un enzima inducible, la propanodiol
óxido-reductasa y excretado al medio (44) (figura 1).

La ramnosa se metaboliza por una vía analoga a la des-
crita para la glucosa por acción secuencial de una serie
de enzimas inducibles: la ramnosa permeasa, ramnosa iso-

merasa (162, 149) y la ramnulosa quinasa (163, 40, 150) y

la ramnulosa-l-fosfato aldolasa (132,41,42,135) (figura 1).
de modo que lo descritoLas vias convergen en un punto

para fucosa es valido para glucosa. Como consecuencia de
la acción de este último enzima, se forma dihidroxiacetona

fosfato y L-lactaldehido. Aeróbicamente el L-lactaldehido
puede ser oxidado a piruvato por acción secuencial de la
lactaldehido deshidrogenasa (142,14) y la lactato deshidro-
genasa (44). Anaerobicamente, el L-lactaldehido es trans-

formado a propanodiol oxido reductasa y excretado al medio
(24). En este proceso se regenera NAD+, hecho indispensa-
ble para el ulterior metabolismo de la ramnosa.
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Se ha de destacar que si bien existe una gran analogía
entre las reacciones implicadas en el catabolismo de la
fucosa y de la ramnosa, los enzimas que participan son al-
tamente específicos para cada vía asi como su inducción.

La localización cromosómica de los genes en ambos sis-

temas es totalmente diferente. Así, mientrás el sistema

de la fucosa (fuc) se encuentra localizado en el minuto

60,2,el sistema responsable del metabolismo de la ramnosa

(rha) esta en el minuto 87,2 dentro del croiiiosoma circu-

lar de E. coli (12). Por tanto, a pesar de la gran simili-
tud estructural entre la fucosa y la ramnosa, así como en-

tre sus vias de degradación, los sistemas fue y rha

comportan de forma diferente por lo que respecta a los cua-

tro primeros enzimas de la vía metabólica. Estos dos sis-
temas parecen tener una organización genética diferente,as-

pecto que será tratado con más detalle en otro apartado de
introducción.

Con relación a la propanodiol óxido-reductasa, enzima

anaeróbico que comparten ambas vías metabólicas, cabe de-
cir que presenta el mismo peso molecular, movilidad elec-
troforética y propiedades cinéticas tanto si la inducción
se produce por crecimiento anaeróbico en fucosa o ramnosa.

Este enzima presenta amplia especificidad de sustracto, así,
además de actuar sobre el propanodiol y lactaldehido, el
enzima es activo sobre otros alcoholes y aldehidos estruc-

turalmente relacionados, presentando actividad deshidro-

genasa sobre etanol ,• propanol ,.retilenglicol y glicerol;
actividad reductasa sobre acetaldehído, propionaldehido,

glicolaldehido y L-gliceraldehido. En todos los casos a

excepción de propanol, el enzima presenta menor afinidad
para estos compuestos que para el sustrato natural: L-pro-
panodiol y L-lactaldehido.

Otra característica destacable es que si bien presenta

amplia especificidad de sustrato demuestra tener una gran

estereoespecificidad para el cofactor NAD (o NADH) no pu—

diendo usarse el NADP, por ejemplo, como cofactor.(23).

se
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Por otra parte estudios de KM, Vmax y energía de acti-
vación permitieron evidenciar que la reacción catalizada

por la propanodiol óxido-reductasa esta altamente favore-
cida en el sentido de transformación del lactaldehido a

propanodiol.(24).
Hay que hacer mención de que fucosa o ramnosa ejercen

un control diferente sobre la expresión del geno genes que.

codifican este enzima. Así, el enzima propanodiol o’xido-
reductasa inducida por el crecimiento en ramnosa se encuen-

tra bajo un control de tipo transcripcional, sintetizándose,
únicamente, en condiciones anaeróbicas. Por el contrario,

el crecimiento de E.coli en fucosa,en condiciones aeróbicas,

comporta la síntesis del enzima propanodiol oxido-reducta-
sa en estado inactivo, que es activado si se transfiere a

condiciones anaeróbicas, indicando que en este caso, el

enzima está bajo control de tipo post-transcripcional (38)
si bien no se conoce todavía cual es el mecanismo por el

que dicho enzima se activa.

El catabolismo aeróbico de la L-fucosa y la L-ramnosa

comparten , también, el enzima lactaldehido deshidrogenasa,
el cual es inducido por el crecimiento aeróbico en ambos
azúcares. En cuanto a la localización del gen estructural
de este enzima, así como a su regulación, cabe hacer men-

ción que son poco conocidos. Está descrito que el gen es-

tructural de la lactaldehido deshidrogenasa se encontra-

ría bajo control de un inductor (muy probablemente el pro-

pió lactaldehido) y una proteína reguladora, diferentes
de los que controlan el sistema de la fucosa (98). Lin y

Wu se basan en el diferente comportamiento en cuanto a la
inducción de la lactaldehido deshidrogenasa respecto a los
demás enzimas implicados en el metabolismo de la fucosa en

diversas cepas mutantes de E.coli analizadas.
En el estudio realizado por Power, referente a la orga-

nización genética y regulación de los genes que componen

el operón rha, no se'describe la participación del gen de
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FIGURA1. METABOLISMO AEROBICO Y ANAEROBICO DE LA

L-FUCOSA Y LA L-RAMNOSA EN E.COLI

1) Fucosa permeasa

2) Fucosa isomerasa

3) Fuculosa quinasa

4) Fuculosa-l-fosfato aldolasa

5) Ramnulosa-l-fosfato aldolasa

6) Ramnulosa quinasa

7) Ramnosa quinasa

8) Ramnosa permeasa

9) Propanodiol oxido-reductasa

10) Lactaldehido deshidrogenasa
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la lactaldehido deshidrogenasa dentro de este sistema.
En cuanto a la localización del gen de la lactaldehido

deshidrogenasa dentro del cromosoma de E.coli, Chakrabarti
y col. lo describen cerca del sistema fue (35). Esta loca-
lización no concuerda con resultados preliminares que indi-
carian un gen estructural fuera del sistema fue. si bien
se ha localizado cerca de este operón una mutación termo-

sensible que afectaría muy probablemente el gen regulador
(14).
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1.2 METABOLISMO DEL L-l,2-PROPANODIOL EN MUTANTES DE E.COLI

E. coli tipo salvaje es incapaz de crecer en L-l,2 propa-

nodiol cuando este es utilizado como fuente de carbono y

energía.
Sridhara y col. (143) aislaron un muíante (cepa 3) a

partir de E.coli K12 tipo salvaje, seleccionado por su ca-

pacidad de utilizar L-l,2 propanodiol, después de mutagéne-
sis quimica y posterior reciclaje (más de 100 generaciones)
en medios conteniendo D,L-1,2 propanodiol. De esta mezcla
racémica sólo se utilizaba el isómero L, que a concentracio-
nes 20 mM permitía su crecimiento con un tiempo de dupli-
cación de 140 minutos (69) presentando el cultivo, un ren-

dimiento similar al obtenido en glicerol (143).
Una de las características más importantes de -este mu-

tante, era la sintesis constitutiva de un enzima con acti-

vidad propanodiol deshidrogenasa. Esta actividad que no es-

taba presente en la cepa tipo salvaje, parecía esencial pa-

ra este muíante (143). Cocks y col, identificaron este en-

zima como la propanodiol oxido-reductasa inducible, en la

cepa tipo salvaje.por crecimiento en condiciones anaeróbi-
cas en fucosa y ramnosa.

Actualmente se ha determinado por técnicas inmunológicas,
la presencia del enzima propanodiol oxido-reductasa en ce-

lulas crecidas aeróbicamente en las fuentes de carbono in-

ductoras, si bien este enzima es en estas condiciones inac-

tivo. Ello explica que diversos a tores no detectaran ac-

tividad alguna en tales condiciones.
Con el fin de confirmar la actividad de la propanodiol

oxido-reductasa y el enzima con actividad deshidrogenasa,
del muíante, Cocks y col. se basaron en una serie de hechos

que Ínterrelacionaban la capacidad de producir y de utili-
zar propanodiol, tales como que el lactaldehido era un in-
termediario del metabolismo de fucosa(63) y de la ramnosa

(132) y el hecho de que algunas bacterias excretasen pro-

panodiol durante la fermentación de la ramnosa (86).
La propanodiol oxido-reductasa es sintetizada costitu-
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tivamente en la cepa 3 y cataliza en el metabolismo del L-

1,2 propanodiol la reacción de oxidación de dicho glicol
a L-lactaldehido, actuando sobre el grupo alcohol primario

(a diferencia de la glicerol deshidrogenasa de E.coli que

actúa sobre el grupo hidroxilo del C-2).
El L-lactaldehido formado es oxidado a lactato por ac-

ción del enzima lactaldehido deshidrogenasa,inducida por

el crecimiento en L-1,2 propanodiol (142). El lactato in-

duce una lactato deshidrogenasa que lo transforma en piru-

vato, compuesto que puede ser introducido en el metabolis-
mo general (44) .

Como se puede observar, existe una estrecha relación
entre la via de degradación del L-l,2-propanodiol en la

cepa 3 y la via de utilización de la L-fucosa en la cepa

de tipo salvaje. La via metabólica que permite la utiliza-

ción de un nuevo compuesto (propanodiol), en el mutante,

es un caso de inversión en la dirección normal de una ruta

metabólica ya establecida, la del metabolismo anaeróbico
de la L-fucosa y la L-ramnosa, debido a condiciones exter-

ñas diferentes (figura 2).
Sridara y Wu demostraron la implicación directa de la

lactaldehido deshidrogenasa en el metabolismo del L-1,2
propanodiol (142). Estos autores describen que este enzi-
ma es sintetizado semiconstitutivamente en la cepa tipo

salvaje ( cepa 1 ) y en la cepa 3. Comprobaron que mutantes

seleccionados por su incapacidad de crecer en placas que

contenían discos impregnados de lactaldehido, por tanto ca-

recían del enzima lactaldehido deshidrogenasa, eran inca-

paces de crecer en L-1,2 propanodiol, a pesar de poseer

niveles constitutivos del enzima propanodiol oxido-reduc-
tasa (cepa 40). Así mismo, medidas de la radioactividad

incorporada por diversas cepas de E.coli a partir de D,L-
14c,1,2 propanodiol marcado con

que sólo incorporaban radioactividad, las cepas propano-

diol positivas. La cepa 40 no utilizaba el sustrato radio-
activo a pesar de tener una propanodiol óxido-reductasa
co^titutiva.

pusieron de manifiesto
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FIGURA 2. METABOLISMO DEL L-l,2-PROPANODIOL Y SU

RELACION CON EL METABOLISMO DE LA L-FU-

COSA EN E.COLI.
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1.3 METABOLISMO DE FUCOSA Y RAMNOSA EN ENTEROBACTERIACEAE;

KLEBSIELLA S P Y SALMONELLA S P

Salmonella typhimurium y Klebsiella pneumoniae crecen

aeróbicamente en L-fucosa (131,144) y en L-ramnosa (130,
114) como única fuente de carbono y energía.

En el caso de Klebsiella aerogenes, está descrita una

via de utilización de fucosa que consta de una fucosa iso-

merasa, una fuculosa quinasa y una fuculosa-l-fosfato al-
dolasa (144). Una via paralela, pero específica para la

/

ramnosa, parece ser la responsable en estas células, del
metabolismo de este último azúcar.

En el caso fe Salmonella typhimurium no hay descrita en

la literatura ninguna via de utilización de fucosa, pero

sí de ramnosa (5) donde este azúcar se metaboliza por ac-

ción secuencial de un conjunto de enzimas inducibles, que

comprenden la ramnosa isomerasa, la ramnulosa quinasa y -

la ramnulosa -1-fosfato aldolasa.

Así la fucosa y la ramnosa son metabolizadas aeróbica-
mente en Klebsiella s,p y Salmonella s,p por vias semejan-
tes y paralelas a las descritas en E.coli (apartado 1.1).

En E.coli está descrito que por acción de una aldolasa,
la molécula fosforilada de 6 átomos de carbono, provenien-
te tanto del metabolismo de L-fucosa como de L-ramnosa, se

escinde en fosfato de dihidroxiacetona y L-lactaldehido.
Aeróbicamente estos dos productos son introducidos al me-

tabolismo general: el fosfato de dihidroxiacetona via gli-
colisis y el L-lactaldehido es oxidado a lactato por acción
de la lactaldehido deshidrogenasa.

A pesar de todo, no se ha encontrado ninguna referencia
bibliográfica, sobre las vias metabólicas de la L-fucosa
y la L-ramnosa en Klebsiella s,p y Salmonella s,p, en las

que se describa la transformación de los producto* formados

por acción de las aldolasas respectivas. Así pues, no se

pone de manifiesto la presencia de una actividad lactal-
dehido deshidrogenasa en estas bacterias, en relación con

el metabolismo de ambos azúcares.
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Anaeróbicamente, Salmonella typhimurium y Klebsiella
pneumoniae fermentan estos azúcares de forma semejante a

E. coli. Así el L-lactaldehido formado, es reducido, en

condiciones anaeróbicas, a 1,2-propanodiol por una propa-

nodiol óxido-reductasa inducible y excretado al medio (13)
si bien a diferencia de E.coli, este diol es posteriormen-
te reutilizado por estas enterobactereas (111).

Este enzima, indispensable para el metabolismo anaeró-
bico de la fucosa y la ramnosa, ha sido ampliamente estu-

diado en E.coli (24,25,26,126) y comparado desde los pun-

tos de vista de estructura y regulación con los enzimas

y actividades propanodiol óxido-reductasa de Klebsiella
pneumoniae y Salmonella typhimurium (127).

El análisis estructural indica que los tres enzimas

presentan el mismo peso molecular, mientrás que el punto

isoeléctrico es ligeramente diferente para el enzima de
Salmonella typhimurium. Los enzimas de Klebsiella pneumo-

niae y E.coli presentan idéntico perfil de bandas en los

mapas peptídicos monodimensionales, obtenidos por diges-
tión con diversas proteasas. Por el contrario,, el enzima
de Salmonella typhimurium se muestra diferente, a excep-

ción de la digestión con subtilisina, lo que indica, ya

que el enzima corta entre dos aminoácidos hidrofóbicos,y
que las zonas hidrofóbicas de la propanodiol óxido-reduc-
tasa de las tres especies han sido conservadas a lo largo
de la evolución y que muy probablemente interaccionan con

otras proteínas hidrofóbicas.
El enzima de Klebsiella pneumoniae presenta identidad

inmunológica con el de E.coli, mientras que el enzima de
Salmonella typhimurium, solo presenta identidad parcial.

Desde el punto de vista de regulación, las tres espe-

cies inducen una propanodiol óxido reductasa activa cuando

crecen anaeróbicamente en fucosa y ramnosa. La presencia
de este enzima, detectada inmunologicamente en el creci-
miento aeróbico en ambos azúcares es diferente según la

especie estudiada. Así, Salmonella typhimurium durante
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el crecimiento aeróbico en fucosa y ramosa, sintetiza una
*

propanodiol oxido-reductasa inactiva que es rápidamente
activada si se somete a condiciones anaeróbicas, E.coli es

capaz de inducir también, en condiciones aeróbicas, una

propanodiol óxido-reductasa inactiva, pero únicamente cuan-

do crece en fucosa. Este enzima está sometido a un control

de tipo post-transcripcional cuando el cultivo es transfe-
rido a condiciones anaeróbicas (38).

Por el contrario, Klebsiella pneumoniae no es capaz de
inducir ningún enzima con actividad propanodiol óxido-re-
ductasa, ni tan siquiera la forma inactiva, cuando crece

en condiciones aeróbicas en presencia de estos dos azúca-
res. El control es por tanto de tipo transcripcional en

condiciones anaeróbicas.

La ausencia en extractos celulares de Salmonella typhi-

murium crecida en condiciones aeróbicas en fucosa y ramno-

sa, del enzima lactaldehido deshidrogenase, fué confirma-
da también mediante el empleo de anticuerpos anti lactal-

dehido deshidrogenasa de E.coli, así, por técnicas de in-
munodifusión no se detectó ningún halo de precipitación
(14).

La incapacidad de sintesis de un enzima con actividad
lactaldehido deshidrogenasa presenta implicaciones direc-
tas con el metabolismo aeróbico de la ramnosa y la fucosa
en estos microorganismos. El L-lactaldehido formado por

acción de la aldolasa, no puede ser oxidado hasta lactato,
a diferencia de lo que sucede en E.coli y Klebsiella pneu-

moniae.
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1.4 ESTUDIOS DE REGULACION Y ORGANIZACION GENICA DEL OPE-

RON rha

El operón rha se encuentra situado en el minuto 87,2
del cromosoma circular de E.coli y a 2 minutos del gen

metB1 (12).
Power en 1966 (117) abordó el estudio de la regulación

y organización génica de dicho operón, en E.coli, median-
te la utilización de mutantes Rha que fueron caracteriza-
dos atendiendo a su capacidad de crecimiento en medios con

hidrolizado de caseína en presencia y ausencia de ramnosa

por una parte y por otra, su capacidad de excretar ramnu-

losa en medios que habían sido suplementados con ramnosa.

La ramnulosa e^s un> metabolito intermediario en el catabolis —

mo de la ramnosa.

En función de los resultados obtenidos, los mutantes

fueron clasificados en cuatro grupos que se detallan
a continuación.

Rha

rhaA: No excretan ramnulosa al medio y su crecimiento se

ve débilmente inhibido cuando crecen en medios su-

- plementados con ramnosa.

rhaB: Excretan gran cantidad de ramnulosa al medio y su

crecimiento es débilmente inhibido en medios que con-

tienen ramnosa.

rhaC: No excretan ramnulosa, ni ven afectado su crecimien-

to por la presencia de ramnosa en el medio de culti-
vo.

rhaD: Excretan gran cantidad de ramnulosa y su crecimien-
to se ve fundamentalmente inhibido cuando el medio

de cultivo está suplementado con ramnosa.

El estudio de ia organización génica del locus rha en

E.coli, se inició mediante técnicas de transducción espe-

cializada con el fago P1. Como cepas donadoras, se utili-
diversas cepas de E.coli con fenotipo Rha Met+ y que

previamente habían sido caracterizadas como rhaA, rhaB,
rhaC~ o rhaD . Como cepas receptoras, se utilizaron diver-
sos mutantes Rha Met+ que habían sido también caracteriza-

zaron
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dos como rhaA, rhaB, rhaC o rhaD.

Así se realizaron múltiples transducciones y los trans-

ductantes fueron seleccionados por su fenotipo Rha+ en pía-
cas que contenían ramnosa y metionina. Seguidamente se pro-

cedió a estudiar el número de recombinantes Met+Rha+ por

crecimiento en placas que contenían ramnosa como única
fuente de carbono y energía.

Los resultados obtenidos indicaron que el fenotipo Rha+
y Met+ cotransducían a una frecuencia del 20%, lo que in-
dicába que los genes codificados por el locus rha y el gen

metBl se encuentran localizados en posiciones muy próxi-
mas dentro del cromosoma circular de E.coli. Este autor

observó que dichos genes rha estaban situados en posicio-
nes adyacentes y definían cuatro unidades bien diferencia-
das desde el punto de vista genético. Se estableció ade-
más el orden relativo de los genes rhaA, rhaB, rhaC y rhaD
con respecto al gen metBl y que se muestra en la figura 3.

Con el fin de aportar nuevos datos en la regulación del
locus rha, Power (117) llevó a cabo experimentos de com-

plementación. Para ello utilizó mutantes Rha obtenidos

por dos métodos: Unos a partir de la cepa P72 (metBlF+),
por mutagénesis quimica y otros obtenidos por conjugación

En el proceso de conjugación se utilizó como cepa dona-
dora la cepa AB1206 (his4, thi 1, pr o2, F'14, Strpr,^la
región F14 en el endogenote) y como cepa receptora una ce-

pa derivada de la cepa AB1450 (ilvló, metBl, arg1, his1

thi2, xyl4, malí, F Strpr), seleccionada por su fenotipo
Met+Rha . Como resultado de la conjugación se obtuvieron
numerosos recombinantes (cepas diploides parciales), selec-
cionandose aquellos que presentaban el fenotipo Met Rha .

La cepa AB1206 se caracteriza por poseer en un episoma,
un fragmento del genoma de E.coli que comprende los genes

del locus de rha y los genes ilv, arg y met, que por otra

parte estaban deleccionados en el cromosoma.

Todas las cepas Rha fueron caracterizadas y agrupadas
como rhaA, rhaB, rhaC o rhaD, antes de ser utilizadas en

los experimentos de complementación.
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FIGURA 3. ORGANIZACION GENETICA DEL OPERON rha en

E.COLI. Tomado de J.Power (117).
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Los resultados obtenidos en dichos experimentos permi-
tieron definir tres cistrones correspondientes a los gru-

pos rhaA, rhaB y rhaC. Los mutantes rhaC podían definir
dos cistrones más, uno formado por el muíante denominado
C70 y otro formado por el resto de mutantes rhaC analiza-
dos.

La carácteristica principal es que el muíante C70 es

capaz de complementar mutaciones que afectan al gen rhaC,
a diferencia de los demás mutantes rhaC analizados que sólo
son capaces de complementar mutaciones en el gen rhaA,rhaB

y rhaD. Sin embargo Power atribuyó el comportamiento del
muíante C70 como un efecto de complementaciones intracis-

trónicas, al no poder aislar ningún otro muíante con las
mismas carácteristicas.

Así mismo y por lo que respecta a los mutantes rhaB,
se observa la presencia de un mutante denominado rhaB73,
cuya mutación está localizada en el episoma, que es inca-

paz de complementar mutaciones en el gen rhaA y rhaD. Sin

embargo esto se atribuyó a un efecto polar de la mutación
ya que esta cepa presenta niveles muy bajos de actividad
L-ramnosa isomerasa y L-ramnulosa-l-fosfato aldolasa con

respecto a los que posee E.coli tipo salvaje.
Extractos celulares obtenidos a partir de mutantes pun-

tuales Rha , crecidos en presencia de ramnosa, se utiliza-
ron para el estudio de las actividades enzimaticas de las

proteínas codificadas por los genes del locus rha. Así se

pudo establecer, qué gen se hallaba afectado en cada gru-

po de mutantes analizados.
Se observó que los mutantes clasificados como rhaA, no

expresaban el enzima L-ramnosa isomerasa ya que carecía
de dicha actividad. Los mutantes rhaB, tenían una mutación

en el gen que expresa el enzima L-ramnulosa quinasa. Los
rhaD carecían de actividad L-ramnulosa-l-fosfato aldolasa.

Los resultados obtenidos indicaron la presencia de un

mutante denominado A50 que pgsg a ser clasificado como

como rhaA. poseía un nivel de actividad isomerasa, quina-
sa y aldolasa suficiente para su crecimiento en ramnosa.
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Este hecho puede explicarse por la presencia de una iso-

merasa sensible a algún inhibidor intracelular que se di-

luya o se inactive durante el proceso de extracción. Un
enzima de análogas características se ha descrito en Neu-
rospora Crassa. concretamente la tryptofano sintetasa (148)

Los mutantes rhaC carecian de las tres actividades ensa-

yadas, lo que permitió sugerir que dichas mutaciones afee-
taban a un gen que expresa una proteína necesaria para la

expresión de los otros tres genes.

No se han podido aislar mutantes deficientes en el en-

zima L-ramnosa permeasa y L-lactaldehido deshidrogenasa,

muy probablemente debido al método de selección utilizado.
Power describe que con toda probabilidad la actividad

de los genes rhaA, rhaB y rhaD pertenecientes al locus rha
esta regulada, por un sistema de control positivo, en el

que participa una proteina activadora codificada por el gen

rhaC. Por esto una mutación en el gen rhaC afectaría la ex-

presión coordinada de los genes extructurales rhaA, rhaB y

rhaD.

Estudios realizados por Englesberg en 1957 (57) sobre
la regulación del operón rha en Pasteurella pestis, pusie-
ron de manifiesto que una única mutación era suficiente pa-

ra que dicha bacteria expresara constitutivamente los dos

primeros enzimas de la via. Asi mismo Englesberg y Barón
en 1959 (58) en trabajos realizados con Salmonella typhi-
murium LT2 pusieron de manifiesto que una única mutación
era suficiente para evitar la sintesis de L-ramnosa isome-
rasa y L-ramnosa quinasa.

Estos resultados demuestran una vez más que el locus

rha esta bajo control del gen rhaC y que una mutación en

el gen rhaC afecta la expresión de los demás enzimas de la
via.

Posteriormente Alzarban y col. en el año 1984 (5) abor-
daron el estudio de la regulación genética del operón rha
en Salmonella typhimurium. Tal y como se detalla en el a-

partado 1.3 Salmonella typhimurium es capaz de metaboli-
zar la ramnosa como única fuente de carbono y energia. La
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via utilizada es similar a la descrita para otras bacte-
rias, como es el caso de E.coli (117), Yersinia pestis

(57) , Salmonella typhosa (58) y Klebsiella pneumoniae.
Con este fin Alzarban, después de obtener mutantes Rha

por mutación espontánea, mutagenesis quimica e inserción
de TnlO, procedió a estudiar con todo detalle el creci-
miento de cada muíante en un medio de cultivo en presen-

cia y ausencia de ramnosa. Los resultados obtenidos, le

permitieron clasificar los mutantes en tres grupos que se

caracterizaban por:

Grupo I: Eran débilmente inhibidos por la presencia de L-
capaces de acumular L-^C-ramnosa y eran además,

ramnosa. De entre ellos cabía distinguir tres

subgrupos: uno formado por aquellos mutantes rha~
que care.cían de actividad L-ramnosa quinasa y que

por tanto la mutación afectaba al gen rhaB. Otras
cepas se caracterizaban por una reducción simul-
tanea de los niveles de L-ramnulosa quinasa y L-
ramnosa isomerasa y que no eran más que mutantes

polares que tenían también afectado el gen rhaB.
Y finalmente el último subgrupo lo formaban mu-

tantes que carecían de actividad L-ramnosa iso-
merasa y por tanto tenían afectado el gen rhaA.

Grupo II:Eran mutantes incapaces de crecer en ramnosa co-

mo única fuente de carbono y energía, sin embar-
su crecimiento no se veía alterado por la presen-

cia de ramnosa en el medio de cultivo. Todos ellos

carecían de actividad L-ramnosa isomerasa, L-ram-

nulosa quinasa y L-ramnosa permeasa. Una mutación
en el gen regulador que expresase una proteína
activadora de la transcripción de los otros ge-

nes que intervienen en esta via, era con toda

probabilidad la responsable de que dichos mutan-
tes no viesen afectado su crecimiento por la pre-

sencia de ramnosa en el medio de cultivo (137,

161).

Grupo DI :Ven fuertemente inhibido su crecimiento por la
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por la presencia en el medio de cultivo de ram-

nosa. Carecen de actividad L-ramnosa-l-fosfato

aldolasa, lo que favorece la acumulación en el
medio de cultivo de L-ramnulosa y de su deriva-
do fosforilado, L-ramnulosa -1-fosfato. La acu-

mulación de intermediarios fosforilados en el me-

tabolismo de carbohidratos, Produce una fuerte

inhibición en el crecimiento debido a su toxici-

dad (46) .

Así mismo, Alzarban obtuvo otros mutantes incapaces de
crecer en ramnosa cuando ésta era añadida al medio de cul-

tivo a una concentración final 10 mM, sin embargo cuando
la concentración añadida era del orden de 50 mM, sí que

eran capaces de crecer. Estos mutantes tenían alterado el

gen L-ramnosa permeasa (rhaT). Así, cuando la concentra-
ción en el medio de cultivo era alta, la ramnosa entraba

al interior de la célula por difusión pasiva y entonces

podía ser metabolizada fácilmente. Estos autores indican

que todas las mutaciones rhaT afectan a un gen situado
en las proximidades de un resto de genes que constituyen
el operón rha♦ Esto fué corroborado por la caracterización
de un mutante rhaT obtenido por inserción del transposón
TnlO .Después de la escisión del transposón este mutante

era incapaz de crecer en medios minimos suplementados con'
ramnosa, aunque la concentración adicionada hubiera sido
de 50 mM, esto indicaba que al escindirse el transposón
había'ráf ectada: no'sóláraente al gen rhaT sino también a ge-

nes adyacentes que intervenían en el metabolismo de la ram-

nosa.

Asi mismo y con objeto de proceder al estudio de la or-

ganización genética del operón rha en Salmonella typhimu-
rium LT2, Alzarban y col. procedieron a la selección, a

partir de mutantes obtenidos por inserción de TnlO (Tcr),
de derivados Te según el método descrito por Bochner y

(21). Estas cepas Rha- TcS no son más que mutantes

que han visto delecionado un fragmento de DNA cromosómico
perteneciente al locus rha.

col.
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Se analizaron las actividades enzimaticas de los mu-

tantes Rha Te , los resultados obtenidos permitieron co-

nocer la organización génica del operón rha en Salmonella
typhimurium (figura 4).

De los resultados obtenidos en experimentos de comple-
mentaciónllevados a cabo por transducción especializada
con el bacteriófago P22 en mutantes rha , se pudieron iden-
tificar cuatro unidades cistrónicas denominadas rhaA, rhaB

rhaC y rhaD.
Así mismo, cuando se procedió al análisis de mutantes

rhaC, se pudo observar la existencia de dos subgrupos en

función de su comportamiento en experimentos de comple-
mentación (Tabla 1).

Estos resultados permitieron concluir que el locus rhaC
está formado por dos unidades funcionales desde el punto

de vista genético.
Hasta ahora solo se conocía que el locus rhaC codifica-

ba para una proteina activadora del sistema de ramnosa

(117). Actualmente se sabe que el locus rhaC, está forma-

do por dos genes denominados rhaR y rhaS (E.C.C. Lin, co-

municación personal). Para la activación del operón
rhaBAD. solo es necesario la proteína codificada por el

gen rhaR, no siendo la función del gen rhaS conocida to-

davía.

El conocimiento actual del locus rhaC sugiere la pre-

sencia de dos genes con funciones independientes en lo

que respecta al metabolismo de la ramnosa.

Así mismo el orden relativo de los genes estructurales
del locus rha parece ser idéntico en E.coli que en Salmo-
nella typhimurium. y todos ellos parecen estar bajo con-

trolde un gen regulador encargado de la sintesis de una

activadora en presencia de inductor que según Power es la
propia ramnosa.
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FIGURA 4. ORGANIZACION GENETICA DEL OPERON DE LA

RAMNOSA EN SALMONELLA TYPHIMURIUM.Toma-

do de Alzarban y col. (5)
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1.5 ESTUDIOS DE REGULACION Y ORGANIZACION GENICA DEL

OPERON fue

El locus fue. se encuentra situado en el minuto 60,2

(139- 140) dentro del cromosoma circular de E.coli.
El conocimiento de su organización génica se ha visto

obstaculizada por la dificultad en poder distinguir si la
falta de actividad de los enzimas que intervienen en el
metabolismo de dicho azúcar, era debido a mutaciones loca-

lizadas en el gen regulador (70, 93,140) o bien a mutacio-
nes que impidiesen la formación a partir de la fucosa, del

Bartkus y Mortlock han apuntado
la posibilidad de que la fuculosa-1-fosfato sea el verda-
dero inductor de los enzimas que Íntervienenen esta ruta

metabólica, en E.coli (15).Trabajos realizados con otras

bacterias y en concreto con Klebsiella pneumoniae, han
puesto de manifiesto que el inductor era también la fucu-
losa-l-fosfato y no la fucosa o fuculosa.

Con el fin de estudiar el locus fue y poder aportar nue-

vos datos sobre su complejidad genética, se utilizó en pri-
mer lugar un mutante (cepa 3) obtenido a partir de la cepa

E. coli K-12 por su capacidad de utilizar 1,2 propanodiol,

después de mutagénesis con etilmetanosulfonato y posterior
reciclaje (más de 100 generaciones) en medios con D,L-1,2-
propanodiol.Este mutante sintetizaba de forma constitutiva
el enzima propanodiol óxido-reductasa (143), siendo éste
enzima imprescindible para su crecimiento en L-l,2-propano-
diol como única fuente de carbono y energía.

Esta mutación es pleiotrópica ya que afecta a otros en-

zimas de la via, así este mutante expresa constituíivamen-
te la L-fuculosa-l-fosfato aldolasa y es incapaz de indu-
cir la fucosa isomerasa y la fuculosa quinasa (69,70). La
incapacidad de inducir los tres primeros enzimas de la via
hace que este mutante no pueda crecer, tanto en condicio-
nes aeróbicas como anaeróbicas en L-fucosa. (44).

Experimentos de transducción especializada con el fa-
go P1 permitieron determinar que la capacidad de metaboli-

verdadero inductor. Así
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zar el 1,2-propanodiol cotransducxa con genes que ínter-
vienen en el metabolismo de la fucosa. En la actualidad

se ha determinado que el gen prd se halla en realidad in-

tegrado en el sistema Fue constituyendo uno de los genes

de este sistema al que se ha denominado fucO atendiendo
a su capacidad de codificación de la propanodiol óxido
reductasa (61,151). Por otra parte cuando E.coli K-12
crece anaeróbicamente induce la sintesis de la propano-

diol óxido-reductasa a la vez que excreta propanodiol al
medio de cultivo, lo que de nuevo sugiere una interrela-
ción entre fucosa y propanodiol.

Con el fin de comprobar si el carácter Prd+ estaba

siempre unido al carácter Fue , se procedió a obtener, a

partir de cepa 3,mutantes que revertiesen a la utiliza-
ción de fucosa (35). Se aislaron tres de estos mutantes

independientes a los que denominaron cepa 55,56 y 57 y del
estudio de sus actividades enzimaticas se concluyó que

en condiciones de inducción poseían niveles de actividad
fucosa isomerasa, fuculosa quinasa, fuculosa-l-fosfato
aldolasa y propanodiol óxido-reductasa similares a la cepa

progenitora (cepal) , si bien los niveles de actividad
fucosa permeasa eran inferiores en todos los mutantes a-

nalizados. Estos mutantes de reversión parcial podían ere-

cer aeróbicamente en fucosa y propanodiol, por lo que en

este caso el carácter Fuc+ no estaba unido al carácter

Prd".

La obtención, a partir de cepa 3, de un mutante deno-
minado cepa 430, seleccionado por su capacidad de crecí-
miento en 1,2-propanodiol a concentraciones inferiores a

0,5 mM, aportó nuevos datos en relación a la regulación
de los genes que intervienen en el metabolismo de la fu-
cosa.

Así la cepa 430 presenta una Km para el crecimiento
en 1,2-propanodiol de lmM (98) en contraposición con la
Km de cepa 3 que resulta ser de 7 mM (24). La cepa 430
posee inactivado el gen de la aldolasa, mientras que el
enzima propanodiol óxido-reductasa y lactaldehido des-
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hidrogenasa se sintetizan constitutivamente, presentan-

do niveles de actividad muy superiores a los de la cepa

3. Así mismo se observa una mayor velocidad en la entra-

da de propanodiol al interior de la célula, muy probable-
mente debido a la existencia en este mutante/de un trans-

portador de membrana específico para este diol.
Los cambios enzimaticos que presenta la cepa 430 ace-

leran la entrada de propanodiol y su conversión a lactato,

producto que es retenido más fácilmente en el interior de
la célula ya que presenta cargas negativas. Los fosfolí-

pidos que forman la membrana celular son poco permeables
a compuestos cargados eléctricamente (52).

La ausencia de sintesis del enzima fuculosa-l-fosfato

aldolasa, si bien es difícilmente explicable desde el pun-

to de vista genético, muy probablemente va encaminada a

prevenir la sintesis gratuita de proteínas.
La cepa 430 no es capaz de revertir su carácter Fue

por lo que con toda probabilidad son varias las mutacio-
nes que han conducido a la obtención de dicho muíante a

partir de cepa 3.
Así esta cepa (430) capaz de crecer con gran eficien-

cia en 1,2-propanodiol, se diferencia de cepa 3, no solo
en la síntesis constitutiva del enzima propanodiol óxido-
reductasa, sino también en su estructura. Estas diferen-

cias estructurales se ponen de manifiesto por presentar

pequeños cambios en cuanto a la especificidad de sustrato

una estabilidad térmica inferior y un pH óptimo incremen-
tado.

Lin y col. utilizaron por otra parte la mutagénesis
de la cepa 56 (re-

vertante de cepa 3 seleccionado por su capacidad de ere-

cer en fucosa). Ello les permitió seleccionar 7 mutantes

Fue Km . Estos mutantes se caracterizaban todos ellos

por sintetizar constitutivamente el enzima propanodiol
óxido-reductasa y por crecer en 1,2-propanodiol como úni-
ca fuente de carbono y energía. Cinco de ellos carecían
de actividad permeasa, isomerasa y quinasa; otro carecía

con Tn5 de 10 clones independientes
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de actividad isomerasa y quinasa y el último carecía so-

lo de actividad aldolasa (35).
La localización del locus fue entre eno (minuto 59,6)

y argA (minuto 60,5), ha permitido, mediante el empleo
de fagos de transducción especializada (Pl), y utilizan-
do como punto de referencia dichos marcadores,determinar
la localización precisa de fucosa. Con este fin, se pro-

cedió a la obtención de una cepa eno argA::TnlO a la que

se denominó cepa ECL289. Esta cepa se caracteriza por su

crecimiento en placas conteniendo como fuente de carbo-
no glicerol y succinato en presencia de arginina.Las ce-

pas eno son capaces de crecer en presencia de ambos com-

puestos, pero son incapaces de crecer en glucosa.
Esta cepa (ECL289) fué posteriormente utilizada en ex-

perimentos de transducción como cepa receptora. Los mutan-:

tes de Tn5 fueron utilizados como cepas donadoras.
La selección en función de marcadores nutricionales se

realizó por siembra en placas que contenían : glicerol y

succinato para los Arg+; glucosa y arginina para los Eno+
+ +

y glucosa para los Arg y Eno .

r
Posteriormente el carácter Km fué estudiado en todos

los transductantes Arg+ por crecimiento en medios con suc-

cinato-glicerol-kanamicina y su carácter Fuc+ por creci-
miento en medios con fucosa-succinato.

j"
El carácter Km fué analizado en todos los transductan-

+ + +
tes Eno y los Arg Eno por crecimiento en LB-Km y su

carácter Fuc+ por crecimiento en placas de McKonkey-fuco-
sa.

Como resultado de este estudio se pudo verificar que

todos los transductantes Km eran incapaces de crecer en

fucosa, cuando esta era utilizada como única fuente de

carbono y energía y viceversa. Los resultados que se de-
demuestran que la inserción del Tn5

en un mutante derivado de la cepa 56 (denominada ECL429)
impide la sintesis de la permeasa, isomerasa y quinasa y

la inserción de Tn5 en el mutante denominado ECL475 impi-
de únicamente la expresión de la aldolasa, ambas mutacio-

tallan en la tabla 2
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nes estaban situadas entre argA y eno. Los porcentajes
de cotransducción permitieron además situar al locus fue
en una posición más próxima a argA que a eno.

De los resultados obtenidos en el estudio de todos

los mutantes citados, se observa que el operón fue es su-

mámente complejo. Así y de acuerdo con la variación en

los niveles enzimáticos, observados en diversas cepas,

permite sugerir que los genes que intervienen en el meta-

bolismo de la fucosa constituyen un reguión formado por

cinco operones que codifican: 1) la permeasa; 2) isómera-

sa y quinasa; 3) aldolasa; 4) propanodiol oxido-reducta-
sa; 5) proteína reguladora.

El orden de los genes dentro del cromosoma circular
de E.coli ha sido establecido gracias a la utilización
de mutantes deleccionados en diferentes regiones del ope-

rón fuc, así en dirección contraria a las agujas del re-

loj encontraríamos: el gen regulador (fucC), el gen de
la quinasa (f_ucK), el gen de la isomerasa (fuel), el gen

de la permeasa (fucP), el gen de la aldolasa (fucA) y el

gen de la propanodiol oxido-reductasa (fucO) (69,70,139)

(figura 5)
Resultados obtenidos por St. Martin y Mortlock en el a-

ño 1976 en experimentos realizados sobre el metabolismo
de fucosa en Klebsiella pneumoniae (antiguamente denomina-
da Klebsiella aerogenes,(115)) son coincidentes a los ob-

tenidos por Chakrabarti y col.(35), Asi pusieron de mani-
fiesto que la aldolasa se expresaba de forma independien-
te a la isomerasa y quinasa. Estos resultados ya apunta-

ban hacia la idea de que el locus fue estaba formado por

más de un operón.
Ya que el DNA de E.coli presenta un 25-50% de homolo-

gía con el de Klebsiella pneumoniae (113) es fácil pensar

que estas dos bacterias presenten gran analogía con res-

pecto a la organización génica de sus operones.

La dificultad de obtener mutantes capaces de sinteti-

zar constitutivamente todos los genes que intervienen en
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FIGURA 5. ORGANIZACION GENETICA DEL LOCUS fue EN

E.COLI. Tomado de E.C.C Lin y T.T. Wu.

(98)
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el metabolismo de fucosa (109), permiten apuntar que el

gen regulador expresa una proteína capaz de activar por

ella misma la transcripción de los genes estructurales
del regulon fue (control positivo). Si el sistema se en-

contrara bajo un control negativo, la frecuencia sería
1000 veces menor (10~ )
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1.6. RELACION ENTRE LOS SISTEMAS DE LA FUCOSA Y RAMNOSA

EN E.COLI.

E.coli es capaz de metabolizar L-fucosa por acción se-

cuencial de un conjunto de enzimas inducibles: una permea-

sa, una isomerasa, una quinasa y una aldolasa codificados

por el locus fue (74,65,63)
La utilización de L-ramnosa implica la acción de un gru-

po similar pero específico de proteínas codificadas por el
locus rha (132,162,163).

Actualmente se ha puesto de manifiesto que el crecimien-

to de E.coli K-12, HFr (ECL1) en condiciones anaeróbicas
en ramnosa, no sólo induce los enzimas codificados por el
locus rha, sino también la permeasa, la isomerasa, la qui-
nasa , aldolasa y la propanodiol óxido-reductasa codifica-
das por el locus fue. Por el contrario el crecimiento anae-

róbico en fucosa no induce los genes del locus rha (37).
Se ha observado además que los enzimas codificados por

el locus fue alcanzan niveles de actividad idéntica por

crecimiento de E.coli en fucosa o en ramnosa.

El estudio de otras dos cepas, denominadas ECL116 (es
una cepa K-12 F ) y cepa Crookes (67) indica que la induc-
ción gratuita de los enzimas de la via de la fucosa por

ramnosa no es una propiedad inherente a la cepa utilizada.
Con el fin de descartar la posibilidad de que la induc-

ción producida por ramnosa fuese debida a una pequeña con-

taminación del azúcar utilizado, con fucosa

un mutante que tenía delecionado el operón rha. Este mu-

tante denominado ECL339 es incapaz de inducir, por creci-

miento en presencia de ramnosa, los enzimas codificados
por el locus fuc.

Otros experimentos fueron encaminados al estudio y co-

nocimiento del verdadero inductor. Asi, ya se conocia que

la fuculosa-l-fosfato es el metabolito capaz de inducir
los genes del locus fue (98). y la ramnosa, por ella misma,
es capaz de producir la inducción del locus rha (117), sin

se utilizó
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embargo no se conocía si era también la propia ramnosa la

responsable de la inducción cruzada del sistema de la fu-
cosa. Para ello se obtuvieron mutantes Rha , cuya mutación
afectaba a distintos genes y se procedió a estudiar el e-

fecto producido sobre los enzimas de la fucosa, por el ere-

cimiento de dichos mutantes en presencia de ramnosa.

Se observó que cuando el mutante utilizado estaba afee-

tado en el gen rhaA, rhaB, rhaD o rhaR no se producía la
inducción del locus fue.

Así se vió que era necesario que la ramnosa fuese me-

tabolizada hasta L-lactaldehido para que los genes del lo-
cus fue fuesen inducidos. Un problema a tener presente en

este contexto es que,puesto que el crecimiento de E.coli
en L-lactaldehido, no es posible, debido al efecto tóxico
de los aldehidos, se procedió a estudiar de forma cualita-
tiva el poder inductor a pequeña concentración de este al-
dehido. Los estudios de inducción, en cualquier caso, se

llevaron a cabo en una cepa denominada ECL326 que poseía
fusionado los genes (fucO-LacZ). Esta cepa se hizo crecer

en hidrolizado de caseína + IPTG + X-gal y en presencia de

fucosa, ramnosa, L-lactaldehido ó D-xilosa y se observó
que el enzima ft-galactosidasa se inducía por lá presencia
de fucosa, ramnosa o L-lactaldehido, pero no por D-xilosa.

Un experimento paralelo (control) se realizó mediante
la utilización de una cepa, derivada de la anterior, deno-
minada ECL511, que poseía una mutación en el gen rhaD y

que por tanto era incapaz de inducir el enzima L-ramnulo-

sa-l-fosfato-aldolasa, se observó que este mutante solo

-galactosidasa por fucosa o L-era capaz de inducir la
lactaldehido pero no por ramnosa.

En la actualidad todavía no se conoce si realmente es

el L-lactaldehido el que induce el regulon fue o bien es

debido a otro metabolito, concretamente la fuculosa-l-fos-

fato formado por acción de la aldolasa sobre el L-lactal- '
dehido. Este enzima cataliza esta reacción de forma rever-

sible.(98) .



32

Un mutante puntual fucA denominado ECL476 y que posee

una actividad aldolasa, con respecto a E.coli tipo salva-

je , del 1% cuando crece en condiciones de inducción es

capaz de inducir por crecimiento en ramnosa el locus fue,
lo que sugiere que el L-lactaldehido puede ser el verda-
dero efector del locus fue.

Sin embargo no se conocía el mecanismo por el que el
L-lactaldehido era capaz de producir tal inducción, ni tan

siquiera si existía un gen que en presencia de dicho al-
dehido fuese capaz de expresar una proteína reguladora pa-

ra el control del locus fue por ramnosa, o si era el pro-

pió fucR el responsable de dicha inducción.
Para ello un mutante fucR (ECL477) se hizo crecer anae-

róbicamente en presencia de ramnosa y se observó, por es-

tudio de las actividades enzimaticas, que no era capar de
inducir los genes del locus fue. Sin embargo, cuando se

realizaba el mismo experimento con la cepa ECL477 trans-

formada con un plásmido recombinante que contenían el gen

fucR se observaba una inducción del locus fue.

Cabe pues decir que la inducción del locus fue por ram-

nosa se produce por acción de un metabolito de la misma,

con toda probabilidad el L-lactáldehido capaz de inducir
el gen fucR que codifica para una proteina activadora de
la transcripción de los genes estructurales de la fucosa.

(E.C.C.Lin, comunicación personal).
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1.7. LOS SISTEMAS fue Y rha: UN MODELO DE DUPLICACION GE-

NETICA EN E.COLI.

El metabolismo de L-fucosa y L-ramnosa se produce por

acción secuencial de un conjunto de enzimas inducibles y

específicos de cada azúcar: una permeasa, una isomerasa,
una quinasay una aldolasa que conducen en ambos casos a la
formación de L-lacatldehido y dihidroxiacetona fosfato.

(149,150,40,42,142,143).
El L-lactaldehido formado a partir del catabolismo de

la L-ramnosa o de la L-fucosa en E.coli es transformado

en condiciones aeróbicas a lactato por acción de un enzi-
ma común, la lactaldehido deshidrogenasa. Igualmente en

condiciones anaeróbicas este aldehido es reducido hasta L-

1,2-propanodiol, por acción de un enzima codificado por

un único gen y que se encuentra localizado en posición ad-

yacente al locus fuc. Se ha podido observar que la regula-
ción de la expresión de algunos enzimas como ocurre con

el enzima propanodiol óxido-reductasa es diferente en am-

bos operones (26). Así se habia descrito que este enzima
se inducía por crecimiento de E.coli en fucosa o en ramno-

sa en condiciones anaeróbicas, no detectándose actividad

alguna en condiciones aeróbicas y en presencia de induc-
tor. La utilización de anticuerpos específicos antipropa-
nodiol óxido-reductasa a permitido evidenciar la presencia
de un enzima inactivo por el crecimiento en fucosa en con-

diciones aeróbicas, no detectándose la presencia del enzi-
ma inactivo por crecimiento aeróbico en ramnosa.

Así mismo se ha visto que la adaptación a anaerobiosis es

totalmente diferente si las células se han hecho crecer

%eróbicamente en presencia de fucosa o ramnosa.

La diferente regulación de algunos de los genes que in-
tervienen en el catabolismo de fucosa y ramnosa han podi-
do tener un origen común por duplicación génica y poste-

rior diferenciación.

El locus rha se encuentra localizado en el minuto 87,2
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del cromosoma circular de E.coli y el locus fue en el mi-

ñuto 60,2. Esto supone una diferencia de 27 minutos y con-

siderando que el cromosoma de E.coli esta dividido en 100

minutos, supone que se encuentran dispuestos formando un

ángulo de 90e.
Hay que destacar que la posición relativa del locus fue

y rha en Salmonella typhimurium forma también un ángulo
recto en la geometria circular del cromosoma de esta bac-
teria.

Esta disposición esta de acuerdo con el modelo propues-

to por Zipkas y Riley (167). Según estos autores el ero-

mosoma de E.coli habria sufrido dos duplicaciones comple-

tas, seguidas de mutaciones y posterior divergencia en

las funciones de los genes duplicados (112). Esto lleva-
ria a codificar enzimas con estructuras diferentes y que

muy probablemente tendrian funciones diferentes. Este úl-
timo aspecto es muy importante si se tiene en cuenta que

se ha hecho mención de que la principal fuerza directriz
de la evolución es la función de los enzimas (122).

Hoy esta ampliamente documentado que algunos de los

genes que codifican enzimas relacionados funcionalmente
se encuentran situados a 90a y 180a eñ el mapa de E.coli,
lo que parece relevante en la elaboración de un modelo
evolutivo.

Este modelo intenta explicar una de las posibles vias
de evolución del genoma procariota. Así el proceso de evo-

lución desde los primeros organismos (fermentadores anae-

róbicos) hasta los aeróbicos y fototróficos requiere la
aparición de nuevas vías metabólicas, que implican la
evolución cualitativa y cuantitativa del genoma original
(78,55). Puesto que es posible que fragmentos de gran ta-

maño se hayan duplicado (como veremos más adelante) es

también posible que los genes se hayan duplicado una o

varias veces. Esta duplicación se ha podido producir por

la recombinación homologa entre genomas isogénicos, o por-

que las cadenas formadas en los procesos de replicación
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cromosómica no se hayan separado o bien por otras cau-

sas no conocidas todavía ( 171,

Hopwood en 1962 (78) se dió cuenta de que algunos genes

de Streptomyces coelicolor relacionados metabólicamente,
se encontraban situados en puntos diametralmente opuestos

en §1 mapa circular.
Así los genes que se detallan a continuación estaban

colocados a 180° uno del otro:cysA~cysD:leuA-leuB; thiC-
thiA.D; serA-serB; cvsE-cysB y ribA-ribB.

Como ya se ha dicho, en E.coli algunos de los genes re-

lacionados bioquimicamente, se encuentran situados en el
cromosoma a 90° o 180°. Así se observa que los genes impli-
cados en las vias de catabolismo de glucosa (via Embden-

Meyerhof, via de las pentosas fosfato, la de Entner- Doudo-
roff, el ciclo del TCA y el "bypass" del glioxilato) se

encuentran distribuidos en cuatro gupos dispuesto a 90/180°
en el cromosoma de E.coli (figura 6). Cabe resaltar que

este tipo de relación se puede también establecer entre
enzimas que, por ejemplo, utilicen un cofactor especial:
un parde enzimas que utilicen piridoxal fosfato podrían
estar más relacionaods entre sí que con los otros enzimas

que intervienen en la misma ruta metabolica (153).
En algunos casos se observa que uno de los dos genes

relacionados entre sí es activo mientras que el otro no

se expresa. Esto puede ser debido a un proceso de evolu—
ción de la célula que permita relevar a un gen de su fun-
ción original para que adquiera una 'nueva función má-S útil
para la célula. En E.coli B/r, el operón rbs que se expre-

sa constitutivamente está situado en el minuto 2 y un ope-

rón rbs inducible está en el minuto 83 (10). En E.coli

K-12 el operón rbs situado en el minuto 83 es también ac-

tivo. Otro ejemplo es el gen ar gD que codifica para el en-

zima acetilornitina transaminasa situado en el minuto 73

en el cromosoma de E.coli K-12 y W. es reprimido por argi-

nina, mientras que en el minuto 88 se halla localizado el
gen argM inactivo, pero unducible por arginina (124,156,
157). Se cree que el gen inactivo es el que en realidad

123) .
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FIGURA 6. MODELO DE DUPLICACION DEL CROMOSOMA DE E.

COLI.

Se muestra los cuatro agrupamientos de ge-

nes que comprenden la mayoría de genes del
catabolismo de la glucosa. Situados en el
mapa genético de E.coli. Así mismo se mués-

tra la localización de los sistemas fue y

rha ♦



T

100/0
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e ta en vias de evolución y encaminado a adquirir una nue-

va función.

Otros grupos de genes codifican dos proteínas ambos ac-

tivos. Ejemplos de los mismos es el gen de la L- -glicerol-
3-fosfato deshidrogenasa (glpA) y el de la D- -glicerol-3-
fosfato deshidrogensa (glpD)que se encuentran situados en

el minuto 48 y 74 respectivamente del cromosoma de E.coli

y en situación distante 90°. Los genes implicados en la
sintesis del ácido diaminopimélico, están situados a 180°
de tal modo que dapB, dapC y dapD se encuentran localiza-
dos entre los minutos 0 y 4 mientras que dapA y dapE se

encuentran situados en el minuto 53. Los genes purE (minu-
to 12) y el purH ( minuto 89 ), que codifican respectiva-
mente la fosforibosil aminoimidazol carboxilasa y fosfori-
bosil aminoimidazol carboxamida formiltransferasa, también

se encuentran localizados, formando un ángulo de 90°. En

semejante distribución, se encuentran los genes metC y metB

que codifican paracistationasa y cistationina sintetasa se

encuentran concretamente localizados en el minuto 64 y 87

respectivamente.
De los pares de genes localizados en el cromosoma de

E.coli formando un ángulo de 909 o 1802, algunos codifican

para la misma función, como es el caso de los genes tufA y

tufB que codifican para el factor de elongación EF-Tu (49)
o el de argl y argF, ambos para la ornitina transcarbami-
lasa. ?.@tros: pares? de genes han divergido en su función. El
gen pyrB que codifica para la aspartato transcarbamilasa
está localizado en posición adyacente con el gen argl. Los
genes ompC y ompF que codifican para proteínas que forman
la membrana externa y que intervienen en fenómenos de difu-
sión pasiva.

En Salmonella typhimurium, a parte del ejemplo menciona-
do con anterioridad de los sitemas fue y rha se puede ci-
tar también, por su disposición formando 90°, los genes

pek (fosfoenol piruvato carboxilasa) situado en el minuto
13 y el gen ppc (fosfoenol piruvato carboxiquinasa) sitúa- .

do en el minuto 88 (165).
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Así, se podrían citar unos 125 ejemplos de pares de ge-

nes dispuestos formando 90° o 180°, y que se pueden agru-

par en tres grupos principales: a) enzimas isofuncionales

que catalizan la misma reacción; b) enzimas que intervie-
nen en la misma ruta metabólica; c) cuya función o estruc-

tura celular está relacionada.

Mizobuchi y Saito, estudiaron enzimas con mecanismos de
reacción similares, aunque las funciones metabólicas no

estuviesen relacionadas, como, por ejemplo aspartato trans-

carbamilasa y ornitina transcarbamilasa y encontraron que

un 60% de los genes correspondientes estaban separados por

45° o por un múltiplo de 45. El número de genes estudiados
fuá de 246. De estos experimentos se puede suponer que el

cromosoma de E.coli había sufrido una duplicación original
o sea tres en total.

En resumen, si la relación en la localización de los

genes en el cromosoma (45o-90°-180°) no es un artefacto y

tiene un significado biológico, sugiere que en el pasado,
el cromosoma de E.coli sufrió dos o tres duplicaciones se-

guidas de una evolución divergente de cada una de las co-

pias generadas. También es posible que esta localización
definida, podría no refelejar unproceso evolutivo, sino,
más bien algún tipo de ordenación impuesto por mecanismos
de expresión génica o control celular, que evidentemente,
no se habría elucidado todavía.

Otro tipo de duplicación genética y en la que no par-

ticipa todo el cromosoma es la denominada "duplicación en

tándem", que se produce al menos de dos formas diferentes,
que implican las denominadas recombinaciones "legítima e

ilegítima" (6,158).
Las del primer tipo se producen por recombinación ñor-

mal entre secuencias idénticas o casi idénticas, localiza-

das en diferentes puntos del cromosoma. Este sistema de-
pende de los mecanismos normales de recombinación (siste-
mas rec) ; la forma denominada "ilegitima" por el contra-

rio no depende del sistema rec y se produce, por ejemplo.,
por procesos de "cross-over" entre copias de genoma que
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no presentan homología, durante la replicación cromosómi-
ca (158).

Un segundo tipo de duplicación es producida por los e-

lementos de inserción (secuencias de inserción y transpo-

sones) (30,48).
En este tipo de duplicación, una copia de la secuencia

preexistente se inserta en una nueva posición dentro del
cromosoma, ya sea en el mismo sentido o en sentido contra-

rio, originando dos nuevos puntos de fusión o de unión (
45).

Como ejemplo del segundo tipo de duplicación de genes

cabe citar, las siete copias de los genes rRNA (rrn) sitúa-
das entre los minutos 70 y 80 del mapa cromosómico de EL
coli (110). Las dos, copias del gen de la ornitina transca-

bamilasa (argl y argF) y las dos copias del gen glicil-tRNA
(glyV y glyW).

En este punto, es interesante señalar que sea el que sea

el mecanismo molecular de la duplicación genética, la evo-

lución divergente de los pares de genes duplicados siguen

y han seguido caminos evolutivos que han permitido adqui-
rir nuevas funciones (113). De aqui se derivan dos conse-

cuencias : un par de genes originados por duplicación,des-
pues de cambios mutacionales y divergencia en la función
pueden codificar productos que muestren similitud estruc-

tural, o bien que el cambio producido en el transcurso de
la evolución hayan sido tan profundos que sea muy difícil
establecer relaciones estructurales entre ellos. Existen

diferentes ejemplos de grupos o pares de genes que codifi-
can para enzimas muy relacionados, que sugieren un origen
evolutivo común. Un ejemplo de ello es el descrito por

Truffa-Bachi y col (45,155). Estos autores encontraron que

algunos de los enzimas de la "familia del ácido aspartico"
en E.coli (aspartato quinasa I-homoserina deshidrogenasa I,
aspartato quinasa II-homoserina deshidrogenasa II y aspar-

tato quinasa III) muestran un alto grado de homología, com-

partiendo los mi.smos determinantes antigénicos.
El grado de reactividad cruzada entre los anticuerpos
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utilizados (obtenidos contra el primer enzima) hacia los
enzimas "heterólogos" es tan elevada que sugiere un ori-

gen evolutivo común, más que productos resultantes de una

evolución convergente (45).
Otro ejemplo que se está estudiando desde hace varios

años es la evolución de los enzimas relacionados con la

vía del (3-cetoadipato (32) representada en la figura 7.
El estudio de los enzimas de esta via, iniciado por

Ornston, se originó con la finalidad de corroborar o recha-
zar la teoría de la evolución de vias metabólicas, en la

que se supone la existencia de una duplicación de un gen

concreto y la adquisición subsiguiente de nuevas especifi-
cidades de sustrato. Si esto ocurría así, se debía produ-
cir una similitud estructural entre enzimas con funciones

catalíticas similares, en contraposición con la teoría de
Horowitz que suponía que los enzimas adyacentes en una via

metabólica eran similares en cuanto a estructura.

En 1970, Stanier y col. pusieron de manifiesto que no

existía inmunidad cruzada entre dos enzimas adyacentes
de la via del (J-cetoadipato en Pseudomonas putida , concre-
tamente entre el enzima lactonizador y la muconolactona
isomerasa (figura 7).

Posteriormente, trabajos realizados por Ornston y col.
(104,166) demostraron la similitud entre enzimas que rea-

lizan funciones similares en las dos vias convergentes.

Los dos enzimas lactonizadores poseen el mismo peso mole-

cular, cristalizan de la misma forma y la secuencia amino
terminal altamente similar. Lo mismo sucede con la muco-

nolactona isomerasa y la carboximuconolactona descarboxi-
lasa, e incluso entre la hidrolasa I (inducida solo por

protocatoato) y la hidrolasa II (inducida por cis. cis-mu-

conato) en Acinetobacter.

Si bien existen numerosos trabajos similares al descri-
to, otros, aunque en menor cuantia apoyan la hipótesis de
HoroWitz.

Uno de los problemas, relacionados con esta teoría, es
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FIGURA 7. RUTA METABOLICA DEL Q'-CETOADIPATO.

Se muestra la via del (3-cetoadipato, usada
normalmente en el metabolismo de los com¬

puestos aromáticos.
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que pasos sucesivos en una via metabólica implican normal-
mente transformaciones químicas muy diferentes. Jeffcoat

y Dagley (81) apuntan que esta posibilidad puede ser jus-
tificada si los mecanismos de reacción son similares a

pesar de que existan cambios químicos muy diferentes.
Así, la hidrolasa y la aldolasa rompen el D-gluconato de
forma secuencial, demuestran tener pesos moleculares si-

milares, asi como pH óptimo, respuesta a inhibidores. A-

demás, el hecho de que la hidrolasa posea cierta activi-
dad aldolasa, les hizo presuponer que la duplicación y

posterior divergencia de la hidrolasa dió lugar a la al-
dolasa. Parece pues, en este caso, que el enzima de una

via metabólica tenga su origen en el enzima que le prece-

de metabolicamente.



2. M ATE RI ALE S

Y METODOS.
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2.1 . CEPAS BACTERIANAS, PLASMIDOS Y FAGOS

En este apartado se incluyen las cepas bacterianas uti-
lizadas en el presente trabajo..

La cepa de tipo salvaje utilizada fué una cepa de E.coli
K-12, conocida también como cepa E-15 (l]),que denominaremos 1

cepa 1.
La cepa RaD 62 es un mutante de E. coli incapaz de utili-

zar la ramnosa como única fuente de carbono y energía como

consecuencia de una mutación que afecta al gen de la ramnu-

losa-l-fosfato aldolasa. Sus marcadores cromosómicos son:

rha-10 , met B1 .

Estas cepas fueron cedidas gentilmente por E.C.C Lin,
Department of Microbiology and Molecular Genetics. Molecular
Medical School, Boston, U.S.A

La cepa ET1248 es un mutante de E.coli que lleva inserta-
tado en el operón de la ramnosa el fago lambda cI857 b515
b519 xis am Sam7. (1X6) .Esta cepa fué cedida por D.G. Fraenkel
Department of Microbiology and Molecular genetics . Harvard
Medical School, Boston, U.S.A.

La cepa DF 903 es un mutante de E.coli que contiene una

delección en el operón de la ramnosa y que se extiende des-
de pf kA hasta rha .(50)

La cepa NM528 es un mutante de E.coli lisogénica para el
m+k Sup Ffago P2 , sus marcadores cromosómicos son: r k,

( P2 cox3 ) .

La cepa JM222 es un mutante de E.coli KL-16 .Los marca-

dores cromosómicos son: Peí suIII+trp::TnlO.Se ha utili-

zado en la selección de fagos recombinantes en función del
tamaño de su genoma.

Estas cepas fueron cedidas por Jones Mortimer. Departa-
ment of Biochemistry. University of Cambridge.U.K.

La cepa Q359 es una cepa derivada de E.coli K-12 que

permite el crecimiento de recombinantes Spi del fago lamb-
da. Sus características genotípicas más relevantes son:

hsd R k, hsd M+k, SupE & 80 P2 . (82)
La cepa C600 conocida también como CR34, es una cepa
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de E.coli y cuyos marcadores cromosómicos son los siguien-
tes: F , thi-1. thr-1, lacYl, tonA 21, SupE 44,A” (8)

La cepa C600 recA es una cepa derivada de la cepa C600
en la que se ha introducido la siguiente mutación: recAl
Srl::TnlO.

La cepa JM109 es un muíante de E.coli que posee una de-
lección en el operón de la lactosa. Sus caracteristicas

genotípicas son: recAl,end-Al, gyr-A96, thi-1, hsdRl7,

SupE 44, rel-Al.A^Adac-proAB), [^FTtra-D36, pro-AB, lac
Iqz4M15](170)

Esta cepa fue cedida por J. Messing. Department of

Biochemistry. University of Minnesota. U.S.A.
La cepa Frag 1, denominada también CGSC 4833 es un mu-

tante de E.coli incapaz de metabolizar la ramnosa como

fuente de carbono y enegía, debido a una mutación en el
enzima L-ramnosa isomerasa" (rha_C) . Sus marcadorés ero-

mosomicós más relevantesJson; thi-1. rha-4 , • lacZ82 . 8.9.Í--33
159)
La cepa AT 753, denominada también CGSC 4535,

tante de E.coli incapaz de metabolizar la ramnosa como ú-
nica fuente de carbono y energía debido a una mutación en

el enzima ramnulosa quinasa. Sus*marcadores cromosómicos
son: thi-1, ilv-1, argHl, met-Bl, rha-1, lacYl o lacZ4,

gal-6, rpst-8, A9 o A17,A~, SupE 44.
La cepa BHB2690 es un muíante de E.coli lisógenico de

lambda, utilizado en la obtención de extractos de empaque-

es un mu-

tamiento del bacteriófago lambda. Sus características ge-

notípicas son: N205 recA £Ainim434, clts , b2, red , Dam,

Sam/A](76,77)
La cepa BHB2688 es una cepa de E.coli lisogénica de

lambda. se ha utilizado en la obtención de extractos de

empaquetamiento del bacteriófago lambda. Sus caracterís-
ticas genotípas son: N205 recA £Aimm434, clts, b2, red
Eam, Sam/V] (76,77)

Las cepas J’AllO, 111, 112, 113, 114, 115,116 son muían-

del" trans-tes de E.coli K-12, obtenidos por inserción

posón Tn5 en el loeu§
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Todas las cepas se mantuvieron en tubos o placas de

"antibiotic médium" n2 3 a 0-42C y se resembraban pe-

riódicamente.

También se disponía de estas cepas en forma conge-

lada en glicerol al 15% v/v a -802C a fin de poder acce-

der al fenotipo original cuando fuera necesario.

Los fagos utilizados en el presente trabajo fueron:

Fago lambda :cI857 Sam7 utilizado como el bacterio-

fago de tipo salvaje.(138)
Fago lambda 467:lambda b221 cI857(ts), rec::Tn5

29(Am) p80(Am) utilizado en la obtención de mutantes

de inserción (29 )

Fago lambda L47.1 utilizado como vector en los pro-

cesos de clonaje de DNA foráneo. Los marcadores gené-
( SrlAl-2 )*, imm434cl~, NIN5, chiA131 (102)

El plasmido pUG18 se caracteriza por poseer, dianas
de restricción únicas en el polilinker de la galacto-
sidasa.

El plasmido pBR322 tiene un tamaño molecular de 4,3
r j»

Sus marcadores selectivos son: Amp , tet . Se uti-
lizó en el clonaje de DNA genómico de E♦coli.

El plasmido Bluescrip.t posee dianas únicas de res-

tricción colocadas en posiciones contiguas, situadas
entre los promotores T3 y T7. Sus marcadores selecti-
vos son Ampr, lac Z’.(54 )

ticos son:

Kb.
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2.2. TECNICAS MICROBIOLOGICAS.

2.2.1. CONDICIONES DE CRECIMIENTO BACTERIANO.

Para el crecimiento de las bacterias se emplearon me-

dios de cultivo que constaban de un medio mineral mínimo
al que se adicionaron las fuentes de carbono deseadas a

partir de soluciones más concentradas.
La composición del medio mineral basal era:

34 mMNaHoP0, .2 4

k2hpo4 ..

<nh4)2so4
FeSO

64 mM

20 mM

10-3mM4

MgS04

ClCa2
La solución se ajustaba a pH 7,0 con C1H.
Las fuentes de carbono se adicionaran a este medio ba-

sal inorgánico a fin de quedar a una concentración final
de 60 mM carbono.

Los medios con hidrolizado de caseína se prepararan al
Así mismo, las cepas que poseen una mutación en uno

de los genes del operón rha y que por tanto no puedan ere-

cer a expensas de la ramnosa presente en el medio, se ha-
ran crecer en medios mínimos que contengan caseína al 0,5%
adicionados de 10 mM ramnosa como inductor.

Para el crecimiento en medio líquido completo se utili-
zaba un medio LB que contiene: 10 g de Triptona, 5 g de ■

CINa y 10 g de Extracto de levadura por litro de agua des-
tilada.

Los medios McConkey utilizados para la selección de mu-

tantes incapaces de crecer en ramnosa, se prepararon de la

siguiente manera:

0,3 mM

10-2mM

0,5%.

Peptona 20 g/1
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2,5 g/1

0,001g/l

0,05 g/1

CINa

Cristal violeta

Rojo neutro

10 mMRamnosa

El crecimiento de la cepa RaD 62 requiere, además de la
fuente de carbono correspondiente, la presencia en el medio
de metionina a una concentración 0,3 mM.

La cepa AT 753 denominada también CGSC 4535, se debía su-

plementar con tiamina ( 0,005 mM ), isoleucina ( 0,3 mM ), va-

lina (0,3 mM), metionina (0,3 mM), arginina ( 0,6 mM ) .

La cepa Frag 1, denominada también CGSC 4833 requiere la

presencia de tiamina ( 0,005 mM ).
Los crecimientos aeróbicos se realizaron a 372C en matra-

ces erlenmeyers llenos en un 20% de su capacidad con el me-

dio de cultivo correspondiente. Se incubaron en un agitador
orbital a 250 r.p.m.

El crecimiento bacteriano de los cultivos se seguía por

medida de la densidad óptica de los mismos a 420 nm para

los medios mínimos y a 550 nm para los medios con LB, en un

espectrofotómetro Shimadzu uv 240.

2.2.2. OBTENCION DE MUTANTES POR INSERCION DE Tn 5

Para la obtención de mutantes de E.coli por inserción de
Tn 5 se siguió el método descrito por Shaw y Berg. (136)

PROCEDIMIENTO:

1) Inocular una colonia de la cepa a mutagenizar en 10 mi
9de LB. Crecer hasta una densidad óptica de 10 cel/ml.

2) Mezclar diferentes alícuotas del cultivo con el fago
lambda L467, el cual lleva insertado el transposón Tn 5 en

el gen rec . La multiplicidad de infección era de 0,5.
3) Incubar 30 minutos a 37QC. Parar la reacción por adición
de 20 mM citrato sódico.
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4) Sembrar una cantidad adecuada del cultivo bacteriano

infectado en placas de McConkey + 10 mM Rha y kannamici-
na a 25 jj-g/ml a fin de obtener 200-400 colonias por pía-
ca.

5) Seleccionar los mutantes por su fenotipo Rha
mutantes incapaces de utilizar la ramnosa daran colonias
blancas, ya que no acidifican el medio.

6) Comprobar por siembra en placa de LB y replicas sobre

placas de ramnosa', que no son capaces de crecer en pre-

sencia de este azúcar, como única fuente de carbono y e-

nergía.

. Los

ANOTACIONES:

-La presencia de kannamicina en el medio, permite el
crecimiento de las bacterias que han incorporado el trans-

posón en algún lugar del cromosoma. Las colonias blancas
son las que han incorporado el transposón dentro del o-

perón de la ramnosa de tal forma que evita la expresión
de un gen y por tanto la síntesis de alguna proteína ne-

cesaria para su metabolismo.
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2.3. PREPARACION DE EXTRACTOS CELULARES

Habitualmente los cultivos se recogían al final de la fa-
se exponencial con excepción de casos muy concretos que ya
se especificaran.

PROCEDIMIENTO:

1) Recoger las células por centrifugación a 8000 x g du-
rante 10 minutos a 49C.

2) Resuspender el sedimento celular con una solución a-

mortiguadora de 10 mM fosfato sódico, 10 mM (S-mercaptoe-
tanol, 1 mM EDTA pH 7,3

3) Centrifugar. Resuspender el sedimento en un volumen
4 veces su peso húmedo.
4) Someter la suspensión celular a una desintegración ul-
trasónica en un sonicador MSE de 150 vatios, a una ampli-

según el vo-

lumen de muestra, a razón de 30 segundos por mililitro de

suspensión, manteniendo las células ' entre 0-49C mediante
un baño de agua y sal a -209C
5) Centrifugar los extractos a 30.000 x g durante 30 mi-
ñutos a 4°C.

6) Recoger el sobrenadante que es lo que se denominará
extracto celular.

tud de onda que oscila entre 12-24 micrones

ANOTACIONES

Cuando el volumen a sonicar es grande, se interrumpe
el proceso periódicamente paira evitar la posible inacti-
vación enzimática por aumento incontrolado de la tempera-

tura.
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2.4. TECNICAS DETERMINATIVAS

2.4.1. DETERMINACION DE PROTEINA

La concentración de proteina se determinó por el mé-
todo de Lowry ( loo) * clue permite detectar bajas concen-

traciones de proteína del orden de 20 a 200 microgramos

por mililitro.

2.4.2. DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS.

2.4.2.1. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD L-RAMNOSA ISOME-

RASA.

La determinación de la actividad del enzima L-ramnosa

isomerasa, se realizó por determinación colorimétrica de
la ramnulosa formada al actuar el enzima sobre la ramno-

sa. (9)

PROCEDIMIENTO:

1) Preparar una mezcla de reacción que contenga 2 mM ram-

nosa, 10 mM C^Mg, 20 mM Tris-CIH pH 7,6 en 1 mi de reac-
ción.

2) Iniciar la reacción por adición del enzima. Incubar
a 372C durante 10 minutos.

3) Parar la reacción por adición de 1,0 mi de ácido tri-
cloro acético al 10%.

4) Centrifugar a 10.000 x g durante 10 minutos, para e-

liminar la proteína precipitada.
5) Tomar 1 mi del sobrenadante y proceder a la determina-
ción de la ramnulosa formada. Para ello adicionar 0,2 mi

de una solución de cisteina-ácido clorhídrico al 1,5%

al 70% y 0,2 mi de una solución alcohólica6 mi de S0,H

de carbazol al 0,12% (p/v).
4 26)Dejar en reposo 2 horas y proceder a la lectura de la

absorbancia a 560 nm.
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7) Preparar una curva patrón, a partir de una solución
de tagatosa ( 100 ^OL/ml ) y tratar los puntos de igual
forma que las muestras a analizar.

ANOTACIONES:

Una unidad de actividad enzimática se define como la

cantidad de enzima necesaria para producir un micromol
de ramnulosa en 10 minutos y a 37SC.

2.4.2.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD L-RAMNOSA PERMEA-

SA.

La actividad L-ramnosa permeasa se determinó por me-

dida de la velocidad de incorporación de ^C-ramnosa.

PROCEDIMIENTO:

1) Inocular 5 mi de medio mínimo que contenga 0,5% CAA
adicionado de 10 mM ramnosa como inductor.

2) Crecer las células a 37aC. Recoger el cultivo por

centrifugación a mitad de la fase exponencial.

3) Lavar las células con SM. Centrifugar a 8.000 x g

y resuspender el sedimento en un volumen de SM hasta ob-
Q

tener 10 células por mi.
concentración final de 170 microgramos por mi.

14
4) Preparar la solución de L-
tración 0,2 mM ramnosa y una radioactividad específica
de 0,80 >*Ci/yumol.
5) Iniciar la reacción por mezcla de 0,5 mi de la sus-

pensión celular con 0,5 mi de la solución que contiene
la ramnosa radioactiva.

6) Parar la reacción a diferentes tiempos, por filtra—
ción en membrana Millipore de 0,45 /wn, de una alícuota
de 0,1 mi de la mezcla de reacción.

Adicionar cloranfenicol a una

C-Ramnosa a una concen-
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7) Lavar inmediatamente el filtro con 5 mi de SM.
8) Pasar el filtro a un vial y añadir 10 mi de una so-

lución de contaje (BRAY) que contiene 0,4% (p/v) PPO
0,02% (p/v) P0P0P, 6% (p/v) naftaleno, 2% (v/v) metauol
88%(v/v) dioxano y 10% (v/v) etilenglicol. ( 138 )
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2.5. OBTENCION Y PURIFICACION DE DNA GENOMICO DE E.COLI

Para la obtención de DNA genómico se ha utilizado la
cepa de E.coli K-12 denominada E-15 y que designaremos
como cepa 1 (12)

2.5.1. OBTENCION DE DNA GENOMICO DE E.COLI A GRAN ESCALA

PROCEDIMIENTO:

1) Inocular 200 mi de LB que contenga glucosa al 1
(P/V). Incubar a 372C con vigorosa agitación hasta una

densidad del cultivo de 2 x 10

2) Recoger las células por centrifugación a 10.000 x g

durante 10 minutos a 42C .

3) Resuspender el sedimento celular en 4,8 mi de una so-

lución que contenga 0,6 M sacarosa, 0,05 M Tris-CIH pH
8,0 y adicionar 0,69 mi de una solución 0,25 M Tris pH
8,0 que contenga 10 mg/ml de lisozima (la solución de li-
sozima debe prepararse de forma extemporánea) .

4) Agitar suavemente durante 30 segundos a 372C y dejar-
lo en hielo durante 5 minutos.

5) Adicionar 2,6 mi de una solución previamente enfriada
a 4aC de 0,25 M EDTA pH 8,0 , mezclar suavemente y dejar
actuar durante 5 minutos.

El EDTA actiía secuestrando el Ca

riana, facilitando la acción de la lisozima.

6) Adicionar, manteniendo una temperatura de 42C , 5,4
mi de una solución de 0,05 M Tris, 0,063 M EDTA pH 8,0
que contenga tritón X-100 al 2%. Mezclar suavemente y

esperar 20 minutos para que todas las células puedan li-
sarse.

7) Añadir un volumen igual de fenol que contenga 8-hidro-
xiquinoleina al 0,1 % , saturado con una solución ÍQ mM

Tris-CIH pH 8,0 , 1 mM EDTA y un volumen igual de cloro-
formo-alcoh*l isoaraílico ( 24:1 V/V ).Mezclar por inver-
sión varias veces.

8
cel./mi (A = 0,6)600

2 +
de la pared bacte-
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8) Centrifugar 5 minutos a 10.000 x g . Transferir la fa-
se acuosa ( fase superior ) a otro tubo.

9) Volver a extraer con fenol/cloroformo hasta que la in-
terfase quede nítida.10)Extraer con cloroformo/alcohol isoamílico ( 24:1 V/V ).

( 20 mi ) y transferir de nuevo la fase superior acuosa a

otro tubo.11)Adicionar CINa 5 M hasta obtener una concentración fi-

nal de 0,5 M .12)Añadir 2 volúmenes de Etanol frío ( 0-42C ). Mezclar sua-

vemente por inversión y dejarlo tapado toda la noche a 42C
con el fin de que precipite todo el DNA.13)Centrifugar a 16.000 x g durante 15 minutos a 42C. E-
liminar el sobrenadante por decantación. Lavar el sedimen-
to con etanol del 70% ( 0-42C ) y volver a centrifugar.14)Decantar el sobrenadante y dejar secar el sedimento a
372C durante 15-30 minutos.15)Resuspender el sedimento en 10 mi de TE .16)Sembrar 1 microlitro de la solución de DNA en un gel de

agarosa al 0,7% con el fin de poder valorar el proceso de
obtención del DNA.

ANOTACIONES:

fPara la obtención de DNA genómico se debe proceder en

primer lugar a la lísis de la bacteria, de forma que todo
el contenido celular sea liberado al exterior. Para ello

es muy importante asegurarnos de que la lisis celular se

produce por observación de un aumento de viscosidad del
medio. Seguidamente se debe proceder a precipitar las pro-

teínas y separarlas del DNA.
-Uno de los principales problemas en la obtención del

DNA de E.coli es que se produce la ruptura de las hebras
con mucha facilidad, lo que en ocasiones lleva a la obten-
ción de un DNA de bajo P.M .Por este motivo y durante todo
el proceso deberá agitarse con sumo cuidado.

-La 8-hidroxiquinoleína se adiciona al cloroformo por-
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que dicha mezcla evita la formación de espuma durante los
procesos de extracción a la vez que facilita la separaci-
ón de las dos fases.

2.5.2. PURIFICACION DEL DNA GENOMICO EN GRADIENTE DE CICs

Cuando se necesita obtener una preparación de DNA de
alta calidad, es imprescindible la separación de éste de
restos proteicos y del propio RNA. Esto se consigue con

gran eficacia mediante la utilización de gradientes discon-
tinuos en ClCs.(102)

A no ser que se indique lo contrario, todos los pasos

que se detallan a continuación se realizarán con solucio-
nes previamente enfriadas a 4SC.

PROCEDIMIENTO:

1) Añadir a los 10 mi de solución de DNA obtenido según el
10 g de CICs, lo que deberá producir un

aumento en el volumen de la solución' hasta 15 mi .

2) Disolver bien el CICs y añadir 10 pl- de una solución de
bromuro de etidio de 10 mg/ml .Determinar la densidad fi-
nal de la preparación por pesada,en balanza de precisión,
que debe ser de 1,55 g/cm .

3) Distribuir la muestra en dos tubos de polipropileno de
8 mi. Equilibrar los tubos hasta una diferencia de peso

inferior a 50 mg.

4) Ultracentrifugar las muestras a 122.000 x g durante 60
horas a 25QC.

5) Visualizar la banda de DNA con ayuda de una lámpara de
luz ultravioleta de onda larga ( 360 nm ).
6) Extraer la banda por aspiración. Para ello se introdu-
eirá una pipeta pasteur conectada a una jeringa, a la al-
tura de la banda y se succionará hasta que la banda desa-
parezca.

7) Repartir el volumen extraido ( 1,5 mi aproximadamente )
en 2 tubos de microcentrífuga.

apartado 2.5.1 • t
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8) Extraer el bromuro de etídio de la solución por adición
de 1 volumen de isopropanol. Mezclar las fases y Centrifu-

gar.

9) Desechar la fase alcohólica de color rosada debido a la

presencia del bromuro de etídio.10)Repetir los pasos 8 y 9 varias veces hasta la total des-

aparición del color rosado en la fase acuosa.11)Transferir la fase acuosa a un tubo Corex y añadir 2 vo-

lúmenes de agua con el fin de diluir el CICs.12)Adicionar 6 volúmenes de etanol absoluto. Mezclar suave-

mente por inversión. Dejar a -20QC durante una noche.13)Centrifugar a 14.000 x g para obtener el sedimento de
DNA. Lavar con etanol al 70% y volver a centrifugar.14)Secar el sedimento a 37QC durante 15-30 minutos y resus-

penderlo en 2 mi de TE pH 8,0 .15)Cuantificar el DNA por espectofotometria, asumiendo que

una absorbancia de 1 a 260 nm corresponde a una concentra-

ción de 50 ><g/ml de DNA de doble cadena.

ANOTACIONES:

-El rendimiento obtenido fué de 3 mg de DNA a partir.de
200 mi de cultivo. Se observó además que el DNA obtenido
era de élevado peso molecular y que era sensible al trata-
miento con endonucleasas de restricción.

2.5.3. OBTENCION DE DNA GEN0MIC0 A PEQUEÑA ESCALA

La posibilidad de obtener DNA genómico a pequeña escala
es de gran interés porque se evita el manejar grandes vo-

lúmenes de solución y porque por regla general, suelen es-

tar diseñados de forma que se pueden procesar varios DNAs
«obtenidos de diferentes clones,simultáneamente.

Así se disponía de varios mutantes obtenidos por inser-
ción del transposón Tn 5 y cuya preparación de DNA se rea-

lizó según el método descrito por Scheif (133 )• El DNA
obtenido por este método es lo suficientemente puro para
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que pueda ser utilizado en procedimientos que requieran
la acción de endonucleasas de restricción.

PROCEDIMIENTO:

Todos los pasos que se detallarán a continuación se

realizaran con soluciones previamente enfriadas a 42C.

1) Inocular 5 mi de LB con una colonia de la bacteria. In-

cubar a 37QC durante toda la noche.

2) Centrifugar 4,5 mi del cultivo a 8.000 x g durante 5 mi-
ñutos.3)Resuspender el sedimento en 15 /J. de una solución de lí-
sis que contiene 0,15 M CINa, 0,1 M EDTA pH 8,0 y lisozima
a una concentración de 2 mg/ml.
4) Incubar a 37aC durante 10-20 minutos para que todas las
bacterias puedan lisarse. Si la lísis se produce correcta-

mente se debe observar un incremento de viscosidad del me-

dio.

5) Congelar la muestra en nieve carbónica-etanol.
6) Añadir a las células congeladas 125 >tl de una solución
que contiene 1% tritón X-100, 0,1 M CINa, 0,1 M Tris-CIH

pH 9,0 . Agitar suavemente mientras las células se descon-

gelan.
7) Adicionar 150 /*1 de fenol y agitar bien para que se mez-

cien las fases.

8) Centrifugar 3 minutos a 8.000 x g.

9) Recuperar la fase superior acuosa que es la que contie-
ne el DNA. Añadir 300 /d. de etanol absoluto. Mezclar bien
y mantener la muestra a -70QC durante una noche, para que

todo el DNA precipite.10)Centrifugar 10 minutos a 15.000 x g.

11 )Resuspender el sedimento en

La baja concentración de sal del tampón favorece la diso-
lución del DNA. Más tarde añadir 5 /d. de tampón SSC x 20.
12)Adicionar 4 /J. de RNasa A preparada a una concentraci-
ón de 2,5 mg/ml. Incubar a 372C durante 30 minutos.

100 /J. de tampón SSC x 0,1.
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13)Añadir 100 yd de fenol previamente saturado con SSC.
Mezclar bien y centrifugar 3'niinutos a 8.000 x g.14)Recuperar la fase acuosa y tratar el DNA tal y como se

indica en los puntos 9 y 10.15)Resuspender el sedimento obtenido en 50 yl de TE.16)Separar una alícuota y someterla a electroforesis en

gel de agarosa al 0,7%, para comprobar la calidad del DNA
obtenido.

ANOTACIONES:

-Como ya se ha comentado en el apartado 2.5.2 el DNA ge-

nómico,debido al gran tamaño de sus hebras, se rompe con

gran facilidad, por esto la agitación debe realizarse sua-

durante todo el proceso de obtención. Todas las

preparaciones de DNA obtenidas por este método superaron

las 10 Kb, y todas ellas fueron lo suficientemente puras,

siendo todas ellas sensibles a la acción de las endonu-I. -

cleasas de restricción.

vemente
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2.6. OBTENCION Y PURIFICACION DE DNA DEL BACTERIOFAGO \

La obtención del DNA del bacteriófago lambda, conlleva
inicialmente la obtención de gran cantidad de partículas
fágicas. El enriquecimiento de los fagos se realizó median-
te lísis confluente de las bacterias infectadas en medio

líquido. Inicialmente la concentración de bacteriófagoies
baja, de tal forma que solo una parte de las bacterias e-

ran infectadas y las restantes podían continuar dividién-
dose durante varias horas. Sin embargo varios ciclos de
infección llevan a un aumento en el número de fagos de tal
forma que todas las bacterias pueden ser infectadas, pro-

duciendose la lísis de las mismas.

El método utilizado es el descrito por Blattner y col.

(20)

2.6.a. OBTENCION DE FAGOS A PEQUEÑA ESCALA

Se han descrito un gran número de métodos que permiten
la obtención de DNA fágico a partir de una sola placa de
lísis.Estos procedimientos llevan a la obtención, en su-

ficiente cantidad, de DNA de pureza suficiente para el a-

nálisis mediante endonucleasas de restricción.

La obtención de fagos se puede riealiz:ár por cultivo en

placa o bien en medio líquido de las bacterias infectadas.

Aquí, se describirá el cultivo en medio líquido por ser

el que se ha utilizado para el análisis de los clones re-

combinantes. ( 94)

PROCEDIMIENTO:

1) Aislar los fagos de una placa de lísis. Colocarlos en

un tubo que contenga 1 mi de SM al que se ha adicionado
una gota de cloroformo. Incubar a 4aC durante 4-6 horas

para que las partículas fágicas puedan difundir del agar

al medio líquido.
2) Mezclar 1,6 x 10

8
células bacterianas (en fase estacio-
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naria) con 3 x 10^
3) Adicionar 4 mi de LB. Incubar a 37eC durante 9-10 ho-

constante agitación. La lísis se observará por

disminución de la absorbancia a 600 nm.

4) Añadir al cultivo 0,1 mi de cloroformo. Incubar 15 mi-
ñutos a 37SC. Transferir el lisado a un tubo de polipro-

pileno de 8 mi .Centrifugar a 8.000 x g durante 10 minu-
tos a 4SC.

5) Recoger el sobrenadante y proceder a la obtención de
DNA según se indica en el apartado 2.6.4.

fagos. Incubar 15 minutos a 37QC.

ras en

ANOTACIONES

Si bien se puede partir de una calva de lisis, siem-

pre que sea posible es aconsejable partir de un lisado
del que se conozca el título, ya que es muy importante
el número de bacterias y fagos, así como la relación en-

tre ellas.

2.6.2. OBTENCION DE FAGOS A GRAN ESCALA.

PROCEDIMIENTO:

1) Inocular 100 mi de LB con una colonia de la cepa a

infectar. Incubar durante una noche a 37QC con vigorosa

agitación.
2) Leer la absorbancia del cultivo y calcular la concen-

tración de células presentes, asumiendo que una absorban-
g

cia de 1 a 600 nm equivale a 8 x 10 células/ml
3) Tomar cuatro alícuotas del cultivo conteniendo cada

una de ellas lO^células. Centrifugar a 4.000 x g duran-
te 10 minutos a temperatura ambiente.
4) Desechar el sobrenadante y resuspender el sedimento
en 3 mi de lambda dil.

5) Añadir el bacteriófago y mezclar rápidamente.Incubar
a 37QC durante 20 minutos, agitando de forma intermiten-
te.
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6) Inocular cada una de las alícuotas infectadas en 500
mi de LB. Incubar a 37QC con vigorosa agitación.

La lísis se observa después de 9-12 horas de incuba-
ción. Si la lisis se produce eficientemente, se observa-
rán gran cantidad de células rotas, a la vez que la tur-
bidez del medio desaparece.

7) Si la lisis no es aparente se analizará una alícuota
para evidenciar el crecimiento del bacte-

riófago. Con este fin se separarán dos alícuotas del cul-
tivo de 1 mi cada una y se colocan en sendos tubos. In-
cubar ambos tubos a 37QC durante 5-10 minutos. Si se ob-

serva un aclaramiento del cultivo tratado con clorofor-

mo se procederá como si la lisis hubiera sido total.

8) Añadir 10 mi de cloroformo a cada erlenmeyer y conti-
nuar la incubación durante 30 minutos a 372C.

9) Centrifugar a 8.000 x g durante 10 minutos con el fin
de eliminar los restos celulares.10)Recoger el sobrenadante que contiene los fagos y guar-

darlo a 4eC hasta proceder a la purificación de los mis-

mos.

del cultivo

2.6.3. PURIFICACION DE LOS FAGOS

La purificación de las partículas fágicas se realizó
según el método descrito por Davis y col. (53)

Para ello se procederá en primer lugar a sedimentar
los fagos por centrifugación a 25.000 r.p.m. durante 2
horas a 4SC en un rotor Beckman Ti-40 j resuspenderlos
más tarde en 1 ó 2 mi de lambda dil y dejarlos el tiem-

po suficiente a 4eC para su completa resuspensión.
Una vez concentradas las partículas fágicas, se pu-

rificaran,
en CICs.

por centrifugación en gradiente discontinuo

PROCEDIMIENTO:

1) Preparar cuatro soluciones de CICs de densidad 1,3
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'3
según la pauta descrita a cohti-1,4 , 1,6 , 1,9 g/cm

nuación:

VOLUMEM LAMBDA
'

DIL C.S.P

DENSIDAD

(g/cm3)

CICs

(8)

1,3 100 mi39,5

1,4 53,5 100 mi

100 mi1,6 81,2

1,9 192,0 100 mi

2) Añadir en un tubo de polipropileno de 8 mi de capaci-
dad 3 mi de una solución de CICs de densidad 1,4 g/ml y

finalmente 1 mi de la suspensión fágica (densidad apro-

ximada de 1 g/ml).
3) Centrifugar a 35.000 r.p.m. en un rotor Beckman Ti-
40 durante 2 horas a temperatura ambiente.

4) Extraer por aspiración los fagos situados en la in-
terfase firmada por. ía &ol-®eién de- densidad 1,6 y la
de densidad 1,4, con ayuda de una .pipeta pasteur pre-

viamente conectada a una jeringa.

5) Mezclar la suspensión fágica obtenida después del pri-
3

mer gradiente (densidad aproximada 1,5 g/cm ) con un vo-

lumen igual de una solución saturada de CICs (densidad
1,9 g/cm3).

36) Depositar la mezcla obtenida (densidad 1,7 g/cm ) en

un tubo de polipropileno de 8 mi. Añadir 4 mi de una so-

lución de CICs de densidad 1,6 g/cm
volumen necesario de la solución de CICs de densidad 1,3

g/cm3
7) Centrifugar a 35.000 r.p.m. durante 2 horas a tempera-
tura ambiente.

8) Extraer por aspiración los fagos situados en la Ínter-
3fase formada por la solución de densidad 1,6 g/cm

3de densidad 1,3 g/cm .

9) Guardar la suspensión fágica asi obtenida en un tubo

y seguidamente el

para alcanzar los 8 mi.

y la



65

de microcentrífuga a 42C.

ANOTACIONES:

-La utilización de dos gradientes de CICs discontinuos

,uno descendente y otro ascendente, lleva a la obtención
de partículas fágicas altamente purificadas.

2.6.4. OBTENCION DE DNA FAGICO

Para la obtención del DNA se debe proceder a la rup-

tura de la cápsula del bacteriófago y a la liberación
de su material genético. Para ello se utilizó el método
descrito por Thomas y Davis (172)*

PROCEDIMIENTO:

1) Poner en un tubo de microcentrífuga 160 microlitros
de la suspensión fágica. Añadir 0,1 volumen de una so-

lución 2 M Tris-CIH pH 8,0 y 0,05 volúmenes de una so-

lución 0,5 M EDTA pH 8,5
2) Adicionar 1 volumen de formamida e incubar 30 minu-

tos a temperatura ambiente.

3) Si la suspensión fágica es la obtenida por gradiente
en CICs se debe añadir 1 volumen de agua

evitar,por dilución, la precipitación posterior del CICs.
4) Adicionar 6 volúmenes de etanol, previamente enfria-
do a 42C. Mantener a -202C para favorecer la precipita-
ción del DNA.

5) Centrifugar a 15.000 x g durante 10 minutos.
6) Lavar el sedimento con etanol del 70% frió y volver
a centrifugar.
7) Secar el sedimento a 372C durante 15 minutos y resus-

pender el DNA con 100 microlitros de TE.

8) Comprobar el tamaño y cantidad del DNA obtenido por

electroforesis en gel de agarosa al 0,7% de 1 microlitro
de la solución.

con el fin de
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ANOTACIONES:

Si el DNA se obtiene a partir de una suspensión fági-
ca,purificada por centrifugación en gradiente disconti-
nuo de CICs, no se deben observar trazas de RNA.
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2.7. DIGESTION DE DNA CON ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION

Las endonucleasas de restricción son enzimas aisla-

dos principalmente de procariotas, que reconocen secuen-

cias específicas en el DNA de doble cadena.
Durante la digestión deben controlarse parámetros ta-

les como la temperatura, tiempo de incubación, composi-
ción del -tampón, así como la relación existente entre

los microgramos de DNA a digerir y las unidades de en-

zima. Si bien los enzimas son muy sensibles a pequeños
cambios en la temperatura de incubación, no se ven tan

afectados por la composición del tampón. Para la mayo-

ría de digestiones de DNA suelen utilizarse básicamente
3 tampones conteniendo en todos los casos 10 mM SO^Mg
y 1 mM DTT y a) "alta concentración ( lOOmM CINa, 50 mM
Tris-CIH pH 7,4 )" ,b) "media concentración ( 50 mM CINa,
10 mM Tris-CIH pH 7,4 )" , c) "baja concentración ( 10
mM Tris-CIH pH 7,4 )" (53)

Hay enzimas como el denominado Smal que requieren un

tampón especial: 20 mM C1K, 10 mM Tris-CIH pH 8,0, 10
mM S04Mg, 1 mM DTT.

Los enzimas utilizados en el presente trabajo fueron

BamHI, EcoRI, HindIII, Xbal, Salí Kpnl, Pvul, PvuII,
Bgll, PstI, Smal, SacI, Xhol suministrados por las fir-
mas Boehringer y CulteK.

En determinadas condiciones de reacción, algunos en-

zimas pueden presentar una actividad secundaria ("Star
activity") por la que se altera el reconocimiento de su

correspondiente diana de restricción. Esta alteración
puede evitarse eludiendo ciertas condiciones de incuba-
ción que la inducen,entre las que pueden destacarse la
concentración de glicerol ( superiores al 10% ) y una al-
ta relación unidades de enzima/microgramo de DNA. Dado
que los enzimas de restricción comercializados se sumi-

nistran en una solución al 50% glicerol ( que actúa como

crioprotector ) y con objeto de evitar una posible ac-
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tividad secundaria, la relación volumen de reacción/vo-
lumen de enzima añadido nunca fué inferior a 10. Por o-

tra parte, la relación de unidades de enzima/microgramo
de DNA no superó en ningún caso el valor de 25.

Las condiciones óptimas de digestión para los dife-
rente enzimas de restricción se detallan en la tabla 4

PROCEDIMIENTO:

1) Poner un volumen de DNA adecuado

crocentrífuga, de forma que la concentración de DNA a

digerir sea inferior a 1 microgramo.
2) Añadir una cantidad adecuada del tampón de digestión
10 veces concentrado correspondiente a la fuerza ióni-
ca del enzima utilizado.

3) Adicionar un exceso de 2 veces la cantidad de enzima

necesaria.

4) Completar con agua hasta alcanzar el volumen de reac-

ción adecuado.

5) Mezclar e-incubar .durante 2 horas a la temperatura•a—
decuada.

6) Parar la reacción añadiendo EDTA 0,5 M pH 8,0 a una

concentración final de 10 mM o bien por simple congela-
ción.

7) Comprobar la digestión por electroforesis en gel de

agarosa, para ello tomar una alícuota de la mezcla de

digestión y prepararla según el apartado 2.17.

en un tubo de mi-

Cuando se ha de digerir el DNA con dos enzimas de res-

tricción, las dos digestiones se pueden hacer al mismo

tiempo, si los dos enzimas trabajan a la misma fuerza
iónica. Si trabajan con fuerza iónica diferente se pro-
cede de la siguiente manera:

1) Digerir el DNA con .el enzima que utilize el tampón
de fuerza iónica más baja.
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(continuación tabla 4.

ne de dianas
(¡i Temp. Actividad

(37QC) después de
■ 10 min a 37eC

Enzima
Secuencia ApBR322

Á'AGCTT
G'ANTC

GTT'AAC

C'CGG

GGTGANNNNNNNN
CCACTNNNNNNN'

37HindIII

Hinfl

med 6 1+

37med >50 10

37Hpal low 11 0

low 37Hpall >50 26

low IHphl 37 >50 12

low GGTAC'CK£nl 37 02

high IMbol GATC >50 22
IMboII low 37 GAAGANNNNNNNN

CTTCTNNNNNNN
>50 11

I

Mnl I high 37 CCTC >50 26

MspI low C'CGG

TGCGCA

CTGCA'G

CGATCG

CAG'CTG

GT'AC

GAGCT'C

CCGC'.GG

37 26>50

MstI >10 4

PstI med 30 18 1

Pvul high 37 3 1

PvuII med 37 15 1

Rsal med 37 >50 3

SacI low 37 02

SacII

SacIII

low 037 4

high >10 6ACGT

Salí high 37 G'TCGAC 2 1+

Sau3AI

Sau96I

I >50 22med 37 GATC

15G'GNCC

CCC'GGG

GAGCT'C

CCGC'GG

>30med 37

Smal (1) 0337

SstI low 2 O37

SstII

SstIII

Olow 337

high >10 6ACGT

Taql 7low T'CGA

CG'CG

T'CTAGA

C'TCGAG

C'CCGGG

>5065 +

Thal >50 23low 60 +

Xbal 1 Ohigh 37
high 37Xhol O• 1

Xmal 3 Olow 37
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TABLA 4 : CONDICIONES DE DIGESTION PARA LOS DIFERENTES ENZIMAS
DE RESTRICCION.:: t

Temp. Actividad

(QC)
n2 de dianas

Enzima Sal Secuenciadespués de
lOmin a 379C

\ pBR322

AG
GT'(ct)AC
AG'CT

G'GNCC

G'PyCGPuG

G'G(j)CC
CCTAGG

TGG'CCA

G'GATCC

GC(j¡)GC
T'GATCA

GCCNNNN'NGGC

27Accl med 37

16>5037Al ul med

15>30Asul

8 1Aval med 37

>17 8Aval!

Avrll

med 37

02low 37

15 1Bal I

5 137BamHI med +

'

>30 21Bbvl low 37

07Bell 60med +

322Bai1 37med

A'GATCT 0BalII low 37 5

GT* (jj)(j)AC 7 1Bpal
6 2Bpul

G'GTNACC

CC*(j)GG
AT'CGAT

C'TNAG

G'AATTC

'CC(j)GG
GC1 NGC

CG'CG

(J)GG'CC(J)
PuGCGC'Py
GG'CC

GACGCNNNNN
CTGCGNNNNNNNNNN

0BstEII

BstNI

11med 60 +

>35 6low 60 +

1Clal 12

8Ddel >50med 37

1EcoRI

EcoRII

Fnu4HI

FnuDII

5high 37

6>35high 37

42>50low 37

23>50low 37

7Hael low

11Haell

HaelII

>30low 37

22>50low 37
IHgal >50 11med 37

I

TTHqiAI 8G(Á)GC(Á),c
GCG'C

GTPy'PuAC
GTPy'PuAC

20high 37

Hhal 31.>50med 37

HincII

HindII

234med 37

34 2med 37
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2) Inactivar el enzima por calentamiento de la muestra

70eC durante 5-10 minutos.

3) Añadir 1/10 de volumen del tampón 10 veces concentra-

do , adecuado para el segundo enzima..

4) Adicionar un exceso de 2 veces el segundo enzima.

5) Incubar durante 2 horas a la temperatura adecuada.
6) Parar la reacción por simple congelación.
7) Comprobar la digestión del DNA por simple congelaci-
ón.

a

ANOTACIONES:

-Cuando las dos dianas de restricción se hallan muy

próximas, se recomienda realizar las dos digestiones u-

na detrás de la otra, aunque la fuerza iónica sea la
misma.

Si se utilizan enzimas de restricción en procesos

que requieren su inactivación, se procede a su extrae-

ción con fenol-cloroformo, cloroformo. Después se pre-

cipita el DNA con etanol absoluto y el sedimento se di-
suelve en TE. Este tratamiento lleva a la eliminación

de las endonucleasas de restricción presentes en el me-

dio y por tanto favorece la acción déla DNA ligasa.
-Generalmente cuando la concentración de DNA a dige-

rir era inferior a 1 microgramo, el volumen de reacción
utilizado fué de 20 microlitros. Solo en el caso de di-

gestiones encaminadas a purificar fragmentos determina-
dos de DNA incluidos en plásmidos o en fragmentos mayo-

res de DNA lineal (digestiones preparativas), la canti-
dad de DNA a digerir fué de 10-40 microgramos y el vo-

lumen de reacción de 50-100 microlitros.

2.7.1 CONSTRUCCION DE MAPAS DE RESTRICCION

La determinación de cada una de las "dianas" con

secuencias reconocidas por los distintos enzimas de res-

se llevó a cabo por digestión del DNA con ca-tricción,
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da uno de los enzimas. En primer lugar el DNA se digi-
rió con un único enzima de restricción y después se com-

binaron dos enzimas, determinándose el tamaño de los

fragmentos generados, por electroforesis en geles de a-

garosa. Como marcadores de peso molecular se utilizaron
el DNA del fago lambda digerido con EcoRI más HindIII
y,PBR322 digerido con el enzima Hinfl.

PROCEDIMIENTO:

1) Digerir 2 microgramos de DNA con el enzima de res-

fricción deseado, en un volumen final de 20 microlitros.

Añadir el tampón de digestión correspondiente y un ex-

ceso de enzima ( 2 unidades por microgramo de DNA ).
2) Incubar durante 2 horas a 37SC.
3) Analizar 1/10 de- la mezcla de reacción ( 0,2 micro-

gramos) por electroforesis en gel de agarosa al 1%. Uti-
lizar como marcadores el DNA del fago lambda digerido
con EcoRI más HindIII, separando los extremos Cos por

calentamiento a 652C durante 5 minutos. Guardar el res-

to de muestra a -202C.

4) Si el DNA esta totalmente digerido, se procederá a

medir la distancia a la que ha migrado cada fragmento
desde el punto de aplicación de la muestra y calcular
su peso molecular.

5) Tomar alícuotas de 0.2 microgramos de DNA ya digeri-
do y tratarlas con los otros enzimas de restricción, se-

leccionados en cada caso. Es aconsejable escoger enzimas
que corten pocas veces el DNA. Corregir la concentración
del tampón cuando sea necesario.

6) Incubar 2 horas más a 372C.

7) Analizar los fragmentos generados, por electroforesis
en gel de agarosa al 1,5-2%. Incluir marcadores de peso

molecular y muestras procedentes de la primera digestión.
8) Medir la distancia de migración o ( desplazamiento )
de cada fragmento con respecto al origen. Calcular su pe-
so molecular.
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ANOTACIONES:

-Cuando se digiere un DNA circular, los fragmentos

generados han de ser iguales a los fragmentos obtenidos

por acción del primer enzima más los fragmentos gene-

rados por acción del segundo. Si el número de fragmen-
tos es menor que el esperado, comprobar la existencia
de fragmentos muy pequeños o bandas dobles.

-Las longitudes de los diferentes fragmentos utili-
zados como marcadores de peso molecular son:

pBR322 Hinfl (Kb)lambda EcoRI/HindIII (Kb)

1,631

0,517

0,506

0,396

0,344

0,298

0,221

0,220
- 0,154

21,24

5,14

4,97

4,28

3,54

2,02

1,91

1,59

1,37

0,95

0,84

0,56

0,12
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2.8. PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA A PARTIR DE GE-

LES DE AGAROSA.

Se han descrito diversos métodos para la recuperaci-
ón de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa.

Sin embargo, presentan dos problemas básicos. Primero,
la extracción conjunta de posibles contaminantes de la

que se comportan como inhibidores de enzimas a

utilizar con posterioridad y segundo, el bajo rendimien-
to que resulta de este proceso, tanto más cuanto más lar-

go es el fragmento de DNA a purificar.

agarosa

2.8.1. EXTRACCION CON PAPEL DE DEAE-CELULOSA

En condiciones de baja fuerza iónica el DNA se une

con gran afinidad a papel de DEAE-celulosa, pudiendo se-

pararse con gran facilidad al aumentar la fuerza iónica.
En esto se fundamenta el método descrito por Dretzen y

col. ( 56 ) y que se ha utilizado en este trabajo, con

pequeñas modificaciones.

Previamente a ser utilizado el papel de DEAE-celulosa
(Whatman DE 81) fué sumergido durante varias horas en
una solución 2,5 M CINa. A continuación se lavó varias

veces con agua estéril y se dejó secar a temperatura am-

biente. De esta manera se extrajeron posibles impurezas
presentes en el papel, que hubieran podido contaminar
el DNA en el proceso de su elución.

PROCEDIMIENTO:

1) Separar electroforéticamente el DNAen'un gel de aga-

rosa y visualizar los fragmentos generados con una lam-
para UV a 360 nm.

2) Practicar una hendidura con un bisturí estéril jus-
to por delante de la banda de DNA que nos interese re-

cuperar.

3) Introducir un trozo de papel de DEAE-celulosa en di-
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cha hendidura, de la misma altura del gel después
pretar ligeramente el gel desde ambos extremos.

4) Someter el gel, de nuevo, al proceso electroforético
durante 15 minutos más.

5) Comprobar que todo el DNA se haya unido al papel.y éx-
traer cuidadosamente el papel de DEAE-celulosa. Colocar-
lo en una jeringa de 1 mi y compactarlo al fondo con a-

yuda del émbolo.
6) Sellar el extremo inferior de la jeringa con parafilm
e introducir 100 ja! de TE pH 7,4 ,1 M CINa.
7) Sellar el otro extremo, introducirlo en un tubo de

vidrio de 15 mi e incubar a 372C durante 30 minutos.

8) Sacar el parafilm de ambos extremos e introducir un

tubo de microcentrífuga,desprovisto del tapón, en el fon-
do del tubo de vidrio de manera que la punta de la je-

ringa quede en el interior del tubo de microcentrífuga.
9) Centrifugar durante 2 minutos a 1.000 x g y recupe-

rar los 100 jA del tubo de microcentrí fuga.10)Repetir 3 veces desde el punto 6 al 9.11)Reunir los eluatos ( 400 jA aproximadamente ) y adi-
cionar 400 ¿A de una solución de fenol-cloroformo-alcohol
isoamílico ( 50: 48 :2 )12)Agitar vigorosamente durante 1 minuto y centrifugar
durante 5 minutos a 14.000 x g a temperatura ambiente
para separar la fase orgánica de la acuosa.13)Transferir a otro tubo de microcentrífuga la fase
acuosa y adicionar 400 jA de cloroformo-alcohol isoaraí-
lico ( 96 : 4). Agitar fuertemente y centrifugar a 14.000
x g.14)Transferir la fase acuosa a un nuevo tubo de microcen-

trífuga. Adicionar 2 volúmenes de etanol absoluto previa-
mente enfriado a -20eC.15)Mezclar la solución y mantenerlo a -20aC, durante to-
da la noche , con objeto de precipitar el DNA.16)Centrifugar la muestra a 14.000 x g a 4SC durante 15
minutos.17)Eliminar el sobrenadante por aspiración. Lavar con

a-
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etanol al 70%.

18)Secar el sedimento a 379C y resuspenderlo en TE pH
8,0.

ANOTACIONES:

En el caso de bandas de DNA muy próximas unas de o-

tras en el gel y con objeto de evitar posibles contamjL
naciones, es conveniente colocar otro trozo de papel
de DEAE- celulosa de forma semejante al descrito en el

punto nQ 2 y 3, pero esta vez por detrás de la banda
del DNA ( entre esta y el polo negativo ). De esta for.

de DNA contaminantes quedaríanma las posibles bandas
adheridas a dicho papel.

2.8.2. EXTRACCION EN FASE ORGANICA ( CETAB )

El siguiente método, desarrollado por Langridge y

col. ( 89 ) está basado en una interacción quimica en-

tre el DNA y un catión amonio cuaternario (CETAB o

bromuro de hexadeciltrimetilamonio),los cuales forman
un complejo en una solución acuosa de baja concentra-

ción salina. Este complejo puede ser transferido a una

fase orgánica, separándolo así de la agarosa, y poste-
riormente vuelto a transferir a otra fase acuosa por

un simple aumento de la concentración salina.
Dicho procedimiento requiere que tanto el DNA como

la agarosa se encuentren en solución, lo cual se con-

sigue utilizando la agarosa LMP o de bajo punto de fu-
sión, que como se describió en el apartado ( geles )
funde a 65- 702C y se mantiene licuada por encima de
los 302C.

PROCEDIMIENTO:

1) Separar los fragmentos de DNA mediante electrofore-



77

resis en agarosa de bajo punto de fusión.

2) Cortar el trozo de agarosa que contenga la banda de
de interés y transferirla a un tubo.

3) Fundir a 65QC durante 30 minutos.

4) Añadir 1 volumen de solución de CETAB al 1% en buta-
nol saturado con agua ( butanol- CETAB ) y 1 volumen de

agua ( ambas soluciones precalentadas a 37SC ).
5) Agitar intensamente y centrifugar 1 minuto ( 14.000
x g ) a 37°C.
6) Extraer la fase butanólica ( fase superior ) y al
resto añadir de nuevo 1 volumen de la solución butanol-

CETAB.

7) Agitar de nuevo y centrifugar 1 minuto a 37°C y

14.000 x

8) Extraer la fase superior ( orgánica ) y añadir al
tubo anterior.

9) Añadir 0,25 volúmenes de CINa 0,2 M, agitar fuerte-
mente y centrifugar durante un minuto g. 14.000 x g y a

temperatura ambiente.

10) Recoger la fase acuosa ( inferior ) y repetir la
extracción con 0,25 volúmenes de CINa. 0,2 M, reunien-

do las dos fases acuosas recogidas.
11) Añadir 1 volumen de cloroformo enfriado en hielo,

agitar y mantenerlo a 0QC durante 5 minutos.

12) Separar las fases por centrifugación a 14.000 x.g a

4QC durante 3 minutos.

13) Añadir 2 volúmenes de Etanol absoluto previamente
enfriado y mantenerlo a -70eC durante una noche.
14) Centrifugar a 14000 x g a 4QC durante 15 minutos.
15) Lavar el sedimento con etanol al 70% ( en agua ).
Centrifugar de nuevo durante 15 minutos a 14.000 x g.

16) Resuspender el sedimento con TE pH 8,0

8-

ANOTACIONES:

En el primer proceso de extracción en el cual se a-
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ñade butanol-CETAB y H^O a la solución de agarosa, se
crean dos fases , en la que el complejo CETAB-DNA se

transfiere a la fase orgánica en virtud de la cadena
hidrofóbica del catión. De esta manera, el DNA se puede

separar de la agarosa, la cual permanece en la fase acuo-

sa.

La extracción con cloroformo favorece la eliminación

del CETAB presente en la muestra.

Finalmente, la cantidad y calidad del DNA recuperado
ha de ser determinado mediante electroforesis en gel de

agarosa.
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2.9. MARCAJE DE DNA POR ”NICK TRANSLATION"

La detección de secuencias específicas de DNA, ya

sea en genoma total o en moléculas recombinantes, es

posible sólo si se dispone de una sonda apropiada y re-

conocible. Las técnicas usuales de mareaje de DNA uti-
lizan nucleósidos trifosfatos marcados radioactivamente,

32
P,especialmente con el isótopo

lidad se están desarrollando técnicas en las que se em-

plean precursores no radioactivos.
El mareaje por "nick translation" se basa en la sus-

titución de los nucleótidos de un segmento de DNA por

nuevos nucleótidos presentes en la mezcla de reacción,
uno o varios de los cuales están marcados con

to se consigue aprovechando las características de dos
enzimas: la DNasa I y la DNA polimerasa I.

La DNasa I es una endonucleasa que genera incisiones
al azar en el DNA, permitiendo que la DNA polimerasa I

■* 3' pueda

separar nucleótidos de la cadena de DNA interrumpida a

partir de la incisión. A continuación este mismo enzi-

los nucleótidos presentes en la mezcla de
reacción a partir del extremo 3'-OH libre utilizando co-

si bien en la actúa-

32p. Es-

en virtud de su actividad exonucleasa 5'

ma añade

mo molde la cadena complementaria (actividad polimera-
sa 5' ♦ 3'). A medida que se añaden nucleótidos al ex-

tremo 3’-OH la hendidura se va desplazando un lugar a lo
largo de la cadena de DNA. De aquí el nombre de "nick
translation”.

El método seguidores el descrito por Rigby (121)-. El
volumen de reacción utilizado fué de 25 microlitros. La

concentración de DNA marcada fué de 100 ng áproximadamen-
te.

PROCEDIMIENTO:

Preparar la mezcla de reacción siguiente:
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DNA (100 ng) 4,o yX
2,5 yX
2,5 yX

NTB x 10

0,2 mM dCTP, dGTP, dTTP
DNasa I (dilución 10 3 del

stock de lmg/ mi)

DNA poli (Boehringer 7,5U/^tL)

32P(d-ATP) (50 ^i)

H20 c.s.p 25 yX
Para ello se prosigue de la siguiente forma:

1) Poner la mezcla de reacción arriba citada, en un tu-

bo de microcentrífuga e iniciar la reacción por adición
en último termino de la DNA polimerasa I. Incubando 30
minutos a temperatura ambiente.
2) Pararla reacción por adición de 170 yX de TNE (lOmM
tris C1H pH 8, 10 mM, 100 mM NaCl, lmM EDTA.
3) Adicionar 2 yX de una solución saturada de Azul de
bromofenol.

4) Calentar a 65eC durante 5 nrinutos para asegurar la
parada de la reacción.
5) Adicionar 5 yX de DNA de testiculos de salmón de
una solución preparada a 100 mg/ml
6) Añadir lana de vidrio a la base de una jeringa y

empaquetar con un lecho de sephadex G- 50 previamente

equilibrado en TE (pH 8,0) conteniendo 0,1 M NaCl (STE)
7) Colocar un microtubo dentro de un tubo de corex y

disponer la jeringa dentro del tubo de corex. Centri-
fugar a 1.600 x g durante 4 minutos en una centrifuga
de sobremesa.

8) Añadir 200 yX de STE y centrifugar en las mismas
condiciones que en el paso 7 .

9) Repetir el paso 8 .

10) Cambiar el tubo de microcentrifuga que habiamos
colocado en el interior del tubo corex por otro nuevp,

colocar de nuevo la jeringa ya empaquetada y aplicar
la muestra de DNA a la columna ( 200 /*X ) .

1,0 yX
1,5 yl
4,0 yX

10,0 JsX



8211)Centrifugar a 1.600 x g durante 4 minutos. Recoger
el DNA marcado del interior del tubo de microcentrífuga12)Desechar la columna, que retendrá los13)Comprobar el ^
2 microlitros de la solución.

32
P dNTPs.

P incorporado al DNA, por contaje de
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2.10 TRANSFERENCIA DE DNA A FILTROS DE NITROCELULOSA

La transferencia de DNA a soportes de nitrocelulosa

(Southern transfer) es una de las técnicas básicas de

la Biología Molecular. Esta técnica posibilita que frag-
mentos de DNA, previamente separados según su tamaño,

por electroforesis en gel de agarosa, pueden ser desna-
turalizados y posteriormente transferidos e inmobiliza-
dos en un filtro de nitrocelulosa. Así el DNA adherido

al filtro puede ser hibridado con una sonda marcada radio-
activamente, permitiendo así localizar las posiciones de
las bandas complementarias a la sonda tras un proceso au-

torradiográfico.
El método utilizado es el descrito por Maniatis y col.

(102) .

PROCEDIMIENTO:

1) Separar electroforéticamente, los fragmentos de DNA
en un gel de agarosa, en presencia de bromuro de etídio.
Fotografiar el gel.
2) Irradiar el DNA durante 5 minutos, con luz UV de onda
corta ( 254 nm )
transferencia al filtro.

3) Incubar el gel en una solución desnaturalizante ( 0,5
M NaOH, 1,5 M NaCl ) durante 1 hora a temperatura ambien-
te. Agitar suavemente durante el proceso.

4) Pasar el gel a una solución neutralizante ( 0,5 M Tris
-C1H pH 8,0, 1,5 M CINa ) e incubar con suave agitación
durante 1 hora a temperatura ambiente.
5) Sobre una bandeja de tamaño adecuado verter 250-500
mi de SSC 10 veces concentrado. Colocar de forma trans-

un soporte de vidrio. Poner tres tiras de papel
3 MM embebidas en SSC 10 veces concentrado, sobre el vi-

drio de manera que los extremos queden sumergidos en el
mismo tampón.
6) Cortar un papel de nitrocelulosa ( Schleicher8Schull

para fragmentar el DNA y facilitar su

versal
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BA 83 ) de la misma medida que el gel y embeberlo en 2 x

SSC durante 5 minutos. Cortar tres papeles 3 MM de las
mismas dimensiones del gel.

7) Colocar el gel sobre el papel Whatman 3 MM embebido
en la solución de SSC 10 veces concentrada. Colocar ti-

ras de parafilm alrededor del gel
tacto directo entre el puente de transferencia y los pa-

peles de filtro que se colocarán más tarde.

8) Poner el filtro de nitrocelulosa encima del gel
tando en lo posible la formación de burbujas de aire en-

tre el gel y el filtro.

9) Colocar encima del filtro de nitrocelulosa,uno de los
tres papeles Whatman 3 MM previamente embebido en 2 x SSC.10)Añadir los dos restantes papeles Whatman 3 MM secos

encima del anterior y a continuación poner un bloque de

hojas de papel de filtro de 8-10 cm de altura. Colocar
encima un vidrio y un peso aproximado de 0,5 Kg11)Cubrir todo el sistema con una película plástica auto-

adherente con objeto de impedir una excesiva evaporación.12)Dejar transferir el DNA durante 12-24 horas.13)Colocar el papel de nitrocelulosa entre hojas de papel
de filtro y fijar el DNA por incubación del filtro de ni-
trocelulosa a 80QC durante 3-4 horas.14)Prehibridar e hibridar el filtro con la sonda de DNA

r según se describe en el apartado 2.11.15)Separar el gel y teñirlo durante media hora con una

solución que contenga bromuro de etídio, para así evaluar
la eficiencia del proceso de transferencia.

para evitar el con-

evi-

marcada con

ANOTACIONES:

-La velocidad de transferencia del DNA depende de la

longitud del fragmento de DNA y de la porosidad del gel.
Los fragmentos de menos de una Kb se transfieren en pocas

horas, mientras que para transferir fragmentos de DNA de
más de 10 Kb son necesarias más de 12 horas.
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- La unión del DNA al filtro de . nitrocelulosa tiene

lugar porque se establece un flujo de líquido desde la
bandeja a través del gel y del papel de nitrocelulosa,
hacia los papeles de filtro.
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2.11. HIBRIDACION DNA-DNA SOBRE FILTROS DE NITROCELULOSA

Las hibridaciones se realizaron según los métodos des-
critos por Maniatis y col. (102) y Ricciardi y col. .(119).
La técnica se basa en la inmobilización del DNA sobre un

soporte sólido, e hibridación del DNA fijado con una son-

da de DNA.

La unión del DNA a los filtros de nitrocelulosa se

hizo tal y como se describe en los apartados 2.10 y 2.13.
A continuación se procedió a la hibridación propiamen-

te dicha, lo cual comprende tres pasos: prehibridación,
hibridación y lavado del filtro.

PROCEDIMIENTO:

1) Preparar 10- 20 mi. de solución de prehibridación que

contenga doble concentración de Denhardt (2% Ficoll-tipo
400;2% polivinilpirrolidona tipo 360; 2% BSA fracción V)
50 yi*g /mi de DNA de salmón (Sigma, tipo III) que debe
ser previamente desnaturalizado a 1002C durante 10 minutos
SSC x 6 (0,9 M NaCl, 0,09 citrato sodico).

2) Precalentar la solución, embeber los filtros en ella
e incubar a 68aC sin agitación durante 2 h.en un reci¬

piente cerrado para evitar la evaporación del líquido.
3) Preparar 10- 15 mi de solución de hibridación (es la
misma solución de prehibridación a la que se habrá aña-
dido 50 jjug , /ml de DNA de salmón y una alicuota convenien-
te de sonda radioactiva previamente desnaturalizada a

100SC durante 10 minutos.

4) Precalentar dicha solución. Transpasar el filtro des-
de la solución de prehibridación a la de hibridación. In-
cubar a 68SC durante 12-20 horas.

5) Preparar la solución del primer lavado ( 6 x SSC ) y

inmedia-precalentar a 65QC. Sumergir los filtros en ella
tamente después de la hibridación. Agitar durante 30 mi-
ñutos a 65QC a fin de eliminar el DNA no unido.
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6) Preparar la solución del segundo lavado (SSC; 0,1%SDS).
Poner los filtros en ella e incubar 30 minutos a 45eC,en

'consfaiiteagitación.
7) Pasar los filtros a la tercera solución de lavado

(SSCx 0,1; 0,1% SDS). Agitar 30 minutos a 452C.
8) Secar los filtros sobre papel de celulosa a tempera-

tura ambiente y proceder a exposición aurorradiográfica.

ANOTACIONES:

- Debido a que la unión del DNA al filtro de nitroce-
lulosa no es una unión covalente, se van desprendiendo

pequeñas cantidades del mismo durante los procesos de
hibridación, deshibridación. Esto hace que los filtros
solo se puedan reutilizar dos o tres veces.

- Las condiciones de hibridación no fueron ni demasia-

do restrictivas, ni excesivamente relajadas, debido a

que no conocíamos la proporción de bases C+G. No fué po-

sible determinar la temperatura de fusión de la sonda de
DNA ya que viene condicionada por la composición de ba-
ses y por la concentración salina de la solución de hi-
bridización.

- En todas las hibridaciones se añadieron 1- 2 x 10

c.p.m/ mi de solución de hibridación.
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2.12. CLONACION DE DNA GENOMICO EN EL BACTERIOFAGO

LAMBDA L47.1.

El bacteriófago lambda L47.1 se caracteriza por poseer

DNA de 40,6 kb. Presenta ciertos pares de dianas de res-

tricción que generan la formación de un fragmento central,
no necesario para el crecimiento lítico del fago, y que

puede ser sustituido por DNA foráneo. Así el tratamiento
con el enzima Bam HI permite clonar fragmentos entre 4,7
y 19,6 kb, y con el enzima Eco RI fragmentos comprendidos
entre 8,6 y 24,1 kb.

2.12.1. OBTENCION DE MOLECULAS RECOMBINANTES DE DNA

FAGICO.

PROCEDIMIENTO:

1) Digerir el DNA del vector con la endonucleasa de res-

tricción deseada.

2) Separar los fragmentos generados por electroforesis en

gel de agarosa de bajo punto de fusión.
3) Purificar los brazos del vector mediante utilización

del método del CETAB descrito en el apartado 2.8.2.
4) Sembrar una alícuota de los brazos así obtenidos en un

gel de agarosa al 0,7%. Comprobar que estén perfectamente
purificados.

5) Digerir el DNA genómico con la misma endonucleasa de
restricción que el vector.

6) Mezclar una alícuota del vector linearizado con una a-

lícuota del DNA genómico digerido y proceder a la liga-
ción del mismo tal y como se describe en el apartado 2.14.
(puntos 5-10).
7) 10 yul de la mezcla de ligación se empaquetaran "in vi-
tro” mediante la utilización de extractos de empaquetamien-
to obtenidos según se describe a continuación.
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ANOTACIONES:

-Con partículas fágicas obtenidas se infectaron diver-
sas cepas dependiendo de la selección fenotípica que se

quisiera realizar. Se sembró por placa una alícuota de
cultivo que generase 1000-3000 clones por placa. Segui-
damente los clones así obtenidos se utilizaron en experi-
mentos de hibridación.

2.12.2. OBTENCION DE EXTRACTOS DE EMPAQUETAMIENTO.

Becker y Gold en 1975 ( 31 ) fueron los primeros en des-
sarrollar un método que permitía el empaquetamiento ”in
vitro" del DNA del fago lambda. Para ello utilizaron mez-.

cías de extractos de empaquetamiento preparados a partir
de bacterias infectadas con mutantes del bacteriófago lamb-
da, cuya mutación impedía la expresión de los genes nece-

sarios para el ensamblaje de las partículas fágicas (ge-
nes A, E, D).

Los profagos defectivos en el gen E se caracterizan

por acumular en el citoplasma de la bacteria todos los

componentes de la capside viral, y los defectivos en el
gen D o en el gen A sintetizan precabezas inmaduras y va-

cías. Además los lisógenos contienen las siguientes mu-

taciones: una mutación termosensible en el gen CI (CIts
857) que permite la inducción del profago a 422C por inac-
tivación de una proteína represora. Una mutación en el
gen S que evite la lisis de la célula y por tanto favo-
rezca la acumulación dentro del citoplasma de la célula
de los componentes de la cápside del fago. Una delección
en la región b que impide el empaquetamiento de . . molé-
culas de DNA de lambda endógenos en extractos obtenidos
de células inducidas. Una mutación red S (en el fago lamb-
da) y recA (en E.coli) que impide la recombinación entre
el DNA de lambda endógeno en los extractos y el añadido
de forma exógena.
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Los extractos de empaquetamiento se preparan después

del crecimiento de las cepas lisogénicas a 30-32QC has-
ta mitad de la fase exponencial. Inducción del profago

por inactivación del represor CI a 45QC e incubación a

37QC durante 2 o 3 horas para favorecer la acumulación
de los productos o proteínas necesarias para el empaque-

tamiento "in vitro" de la partículas fágicas.
Actualmente existen varios métodos para la prepara-

ción de extractos de empaquetamiento (141,145) que per-

miten la obtención de partículas fágicas viables con una

alta eficiencia. La metodología seguida en nuestro caso

fué la descrita por Scalenghe y col.(l4l).

2.12.2.1. EXTRACTO OBTENIDO A PARTIR DE LA CEPA BHB2690,

POR EFECTO DE ULTRASONIDOS

PROCEDIMIENTO:

1) Inocular 100 mi de LB con una colonia de la cepa BHB2690
(Dam) e incubar a 372C durante una noche.

2) Inocular un matraz erlenmeyer conteniendo 500 mi de LB

precalentado a 322C con una alícuta del precultivo a fin
de obtener una densidad inicial de células de 0,1 medida

a 600 nm. Incubar a 322C hasta obtener una absorbancia de

0,6 a 600 nm.

3) Inducir la fase lítica del profago por incubación del
cultivo a 452C durante 15 minutos.

4) Incubar las células inducidas a 372C durante 2 horas en

agitación. Separar una alícuota del cultivo y adicionar u-

na gota de cloroformo para comprobar la correcta inducción
del profago por aclaramiento del cultivo.
5) Recoger las células por centrifugación a 4000 x g. du-
rante 10 minutos a 42C.

6) Resuspender el sedimento celular en 3,6 mi de tampón
recién preparado (20 mM Tris-HCl pH 8,0, 1 mM EDTA, 5 mM
2-mercaptoetanol)



917)Lisar las células de la suspensión por el efecto de

ultrasonidos durante varios periodos de 10 segundos. Man-
tener la temperatura a 42C por inmersión

del tubo que contiene la suspensión celular.

en un baño de

agua y hielo
Enfriar la muestra durante 20-30 segundos entre cada pe-

riodo de sonicación. Mantener la suspensión al efecto de
los ultrasonidos hasta que la solución se aclare y la vis-
cosidad dismunuya.

8) Centrifugar la muestra sonicada a 12.000 x g. durante
10 minutos a 42C. Recoger el sobrenadante y medir su vo-

lumen.

9) Añadir un volumen del tampón utilizado en el punto 6 y

0,16 volúmenes de tampón de empaquetamiento recién prepa-

rado (6mM Tris-HCl pH 8,0 + 50 mM espermidina + 50 mM pu-

trescina + 20 mM Mg + 30 mM ATP + 30 mM 2-mercapto-

etanol). Repartir alícuotas de 15 yX. en tubos de micro-
centrífuga preenfriados a 42C. Congelar la muestra por in-
mersión del tubo en nitrógeno líquido y guardarla a -702C
hasta su uso.

2.12.2.2. EXTRACTO OBTENIDO A PARTIR DE LA CEPA BHB2688,

POR CONGELACION-DESCONGELACION.

PROCEDIMIENTO:

1) Inocular 100 mi de LB

2688 (Eam) e incubar a 372C durante una noche.

2) Transferir una alícuota del precultivo a un matraz er-

lenmeyer que contenga 500 mi de LB precalentado a 322C a

fin de obtener una densidad inicial de células de 0,1 me-

dida a 600 nm. Incubar a 322C hasta alcanzar una absor-

bancia de 0,6 a 600 nm.

3) Incubar el cultivo a 452C durante 15 minutos para indu-
cir la fase lítica del profago.
4) Incubar las células inducidas a 382C durante 2-3 horas

en agitación. Separar una alícuota del cultivo y adicio-

una colonia de la cepa BHB-con
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nar una gota de cloroformo y comprobar la correcta induc-
ción del profago por aclaramiento del cultivo.

5) Recoger las células por centrifugación a 4.000 x g.

durante 10 minutos a 4QC.

6) Resuspender el sedimento celular en una solución de sa-

carosa (10% sacarosa en 50 mM Tris-HCl pH 8,0), previa-
mente enfriada a 42C. Repartir, en microtubos preenfria-
dos a 4SC, alícuotas de 0,5 mi de la suspensión celular.
Añadir a cada tubo 25 pt 1 de una solución de lisozima fría

/

(2 mg/ml de lisozima en 0,25 M Tris-HCl pH 8,0). Cerrar el
tubo y sumergirlo en nitrógeno líquido.
7) Descongelar los extractos en hielo y adicionar a cada
tubo 25^¿» 1 de tampón de empaquetamiento (su composición se
detalla en el apartado anterior, punto 9) y mezclar.

8) Centrifugar los extractos a 48.000 x g. durante 1 hora
a 4SC. Recoger el sobrenadante.
9) Repartir el sobrenadante en alícuotas de 10^/*
tubos preenfriados a 4QC. Tapar los tubos y sumergirlos
en nitrógeno líquido hasta su congelación. Guardar los tu-

bos a -702C hasta su utilización.

1 en micro-

2.12.3 EMPAQUETAMIENTO "IN VITRO" DEL DNA FAGIC0,

PROCEDIMIENTO:

1) El lisado obtenido por el procedimiento de congelación-
descongelación es el que se descongela en primer lugar.
Transferir el lisado de la cepa BHB2688 (Eam) previamente

descongelado al tubo que contiene el lisado de la cepa

BHB2690 (Dam) todavía congelado.
2) Mezclar suavemente. Cuando los dos extractos se han

descongelado, se adiciona \0jU 1 de DNA a empaquetar. Mez-
ciar con ayuda de una varilla capilar e incubar 1 hora
a 372C.

3) Adicionar 0,5-1 mi de medio mineral (SM) y dos gotas de
cloroformo. Separar los restos celulares por centrifugación
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a 15.000 x g durante 1 minuto.

ANOTACIONES:

Estos extractos presentan un alto grado de selectivi-
dad en el tamaño del DNA que es empaquetado (141). DNAs re-

combinantes que tienen una longitud del 80-90% del geno-

ma del bacteriófago lambda tipo salvaje se empaquetan con

una eficiencia 20-50 veces menor respectivamente que el
DNA de lambda tipo salvaje.
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2.13. IDENTIFICACION Y AISLAMIENTO DE CLONES RECOMBINAN-

TES.

Para la identificación de los clones recombinantes se

utilizó el método seguido por Benton y Davis ( 16 ), que

consiste en técnicas de hibridación in situ.

PROCEDIMIENTO:

8 6
1) Mezclar 2 x 10 células con 10 Dacteriófagos recombinan-
tes. Incubar a 37QC durante 15 minutos, para que se pro-

duzca la infección.

2) Adicionar, a una alícuota de la mezcla, 3 mi de agar

blando ( 7 g de agarosa en 100 mi de LB ) precalentado a

48QC.

3) Verter sobre una placa de LB. Incubar a 37°C durante
8-12 horas.

4) Observar las calvas de lísis y colocar las placas en

nevera durante 2 horas, para que el agar se endurezca.

5) Colocar encima de cada placa un filtro de nitrocelulo-
sa y marcar su orientación.
6) Sumergir el filtro en una solución desnaturalizante que

contenga 0,1 N NaOH; 0,15 M CINa e incubar 1 minuto a tem-

peratura ambiente.

7) Secar el filtro sobre un papel Whatman n2 3 . Sumergir-
lo seguidamente en una solución neutralizante ( 0,5 M Tris-
C1H pH 7,5, 1,5 M CINa ) durante 1 minuto.

8) Lavar el filtro en una solución SSPE x 2.

9) Colocar el filtro de nitrocelulosa dentro de papel de
celulosa. Secar a 802C durante 2 horas.10)Hibridar el filtro con una sonda radioactiva, según el
protocolo descrito en el apartado 2.11.11)Fijar el filtro en un soporte de cartón y cubrir el
sistema con una película plástica autoadherente. Ponerlo
en contacto con una película de rayos-X para así obtener
la imagen autorradiográfica.
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12) Localizar,los clones positivos, en las placas de LB

por comparación con las señales positivas obtenidas en la
autorradiografia.13)Aislar los clones mediante la utilización de pipetas

pasteurs estériles y colocarlo en un tubo de microcentrí-
fuga. Añadir 0,5-1 mi de SM , dos gotas de cloroformo y

mantenerlo a 4QC durante 2-3 horas para que los fagos pue-

dan difundir del agar.14)Amplificar el número de fagos a partir de un único clon.
Extraer su DNA y someterlo al tratamiento con endonuclea-
sas de restricción..Comprobar si el clon seleccionado es

correcto.

ANOTACIONES:

-Antes de proceder a la replica en papel de nitrocelu-
losa es necesario enfriar las placas a 4QC , para evitar

que el agar se adhiera al papel.
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2.14. CLONACION DE DNA GENOMICO EN PLASMIDOS.

El fragmento de DNA genómico clonado en el bacteriófa-
go lambda L47.1 , puede ser subclonado en plásmidos.

La clonación en plásmidos facilita el estudio del frag-
mentó genómico mediante la utilización de endonucleasa de
restricción.

La mayor dificultad del clonaje en plásmidos es el po-

der distinguir entre los clones recombinantes y el vector

recircularizado, si bien dependiendo del vector utilizado
se pueden abordar diferentes estrategias.

En los procesos de Subclonaje se utilizaron los siguien-
tes plásmidos: pBR322, pUC18 y Bluescript.

El pBR322 es un plásmido de 4,3 Kb, que contiene dos

genes que codifican para la resistencia a tetraciclina y

ampicilina. Cuando E.coli es transformada con dicho plás-
mido, es capar de crecer en presencia de ambos antibióti-
eos, si por el contrario se inserta un fragmento de DNA
genómico en una secuencia de restricción que evite la ex-

presión de la resistencia a uno de los dos antibióticos,
la bacteria solo es capaz de crecer en presencia del otro

antibiótico.(102)
El pUC18 es un plásmido de 2,7 Kb que conserva muchas

de-las características'del plásmido pBR322 y del M13, así
conserva el gen del pBR322, que expresa la resistencia a

ampicilina, el origen de replicación y una porción del gen

lacZ de E.coli. En el interior de la región lac se encuen-

tra una secuencia que reconoce gran número de dianas de
restricción únicas. Cuando un fragmento es clonado en es-

ta región del plásmido, el gen lac es inactivado. Las ce-

pas de E.coli Lac ( JM103, JM109 ) transformadas con los
plásmidos recombinantes, al crecer en placas que contengan

X-gal y IPTG producen colonias blancas, debido a la falta
de expresión del. gen lac . Las mismas células transforma—
das con el plásmido pUC18 y crecidas en las mismas condi-
ciones producen colonias azules.
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Bluescript, es un plásmido de 3,0 Kb que contiene 26 dia-
ñas de restricción únicas colocadas en un "polilinker".
Flanqueando dichas secuencias se encuentran los promotores

de la RNA polimerasa de los fagos T3 y T7 y que permite
la síntesis in vitro de RNA.

El ,^oliliñkéi,:y ambos promotores de la RNA polimerasa se
encuentran situados en un fragmento que contiene la por-

ción N-terminal del gen lacZ. Asi, al igual que sucede con

el plásmido pUC18, cuando una cepp Lác
dicho plásmido y se siembra en placas de LB conteniendo X-
gal e IPTG forma colonias azules, mientrás que los plásmi-
dos recombinantes producen colonias blancas.

se transforma con

PROCEDIMIENTO:'

1) Digerir 1 microgramo de DNA del fago recombinante con

la endonucleasa de restricción deseada.

2) Preparar la muestra según se detalla en el apartado 2.
17. y sembrarla en un gel de agarosa de bajo punto de fu-
sión.

3) Purificar el fragmento a subclonar, según el método del
CETAB (apartado 2.9.2)
4) Digerir 0,2-0,5 microgramos del vector con la misma en-

utilizada para la digestón deldonucleasa de restricción

DNA del fago recombinante.
5) Mezclar una parte del DNA del plásmido linearizado con

un exceso ( 2 partes ) del fragmento a subclonar.
6) Añadir 1 microlitro del tampón de ligación 10 veces

concentrado ( 1 M CINa; 0,1 M Tris-CIH pH 7,8; 1 mM EDTA )
y la cantidad suficiente de agua para 10 microlitros.
7) Calentar 10 minutos a 70°C y enfriar de forma gradual
hasta 02C. Mantener a 09C durante 30 minutos.

8) Añadir 10 microlitros de una solución fria que conten-

ga 1 microlitro del tampón de ligación x 10,(20 mM DTT y

2 mM ATP).
9) Mezclar bien y adicionar 1 microlitro de DNA ligasa de
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T4 ( 1 unidad/microlitro ) de Boerhinger.10)Incubar a 14SC durante una noche.11)Transforraar la cepa deseada con el DNA procedente de
la ligación y seleccionar los clones, por la perdida de
resistencia a un antibiótico ( pBR322 ) o por la perdida
de complementación del genotipo gal ( pUC18 ).

ANOTACIONES:

-El X-gal se prepara a una concentración de 20 mg/ml en

dimetilforraamida y el IPTG a 23,2 mg/ml en agua adicionan-
do 50 y 10 microlitros respectivamente por cada 30 mi de me-

dio LB.
-Las cepas utilizadas en los procesos de transformación

con el plásmido pUC18, son cepas en las que se han deleccio-
nado los genes lac y pro del cromosoma, si bien estos dos

genes se encuentran presentes en el episoma F de la bacteria.
Por otra parte al gen lac del episoma se le ha deleccionado
la región que codifica el fragmento alfa ( amino terminal),
sintetizando solo el fragmento carboxi terminal de la pro-

teína.

-El plásmido pUC18 que codifica la región amino terminal
de la p-galactosidasa ( fragmento ) es capaz de complemen-
tar el gen defectivo de 'la ^-galactosidasa presente en el e-

pisoma F de la célula huésped. Esta complementación produce
una (i-galactosidasa activa y por tanto la obtención de colo-
nias azules cuando crecen en presencia de X-gal. e IPTG, sin
embargo,la perdida del factor F por parte de la célula con-

duce siempre a la obtención de transformantes blancos, que

interfieren en la selección de transformantes que hayan in-

corporado moléculas plásmidicas recombinantes incapaces tam-
bién de producir (J-galactosidasa activa por interrupción del
fragmento del gen lacZ del plásmido por la inseción del DNA
genómico.



99

2.15. TRANSFORMACION DE E.COLI CON DNA PLASMIDICO.

E.coli requiere,para el proceso denominado transforma-

ción.de un tratamiento previo con C^Ca. Las células se
hacen así "competentes" para la incorporación de DNA plás-
midico. El C^Ca debe actuar alterando la pared celular,
permitiendo asi la entrada del DNA dentro de la bacteria.

(101).
El DNA plásmidico lleva genes marcadores que codifican

la resistencia a antibióticos. En el interior de la célu-

la el DNA plásmidico se replica independientemente del
cromosoma bacteriano expresando así los genes que codi-
fican la resistencia a antibióticos. Así se puede seleccio-
nar las células transformadas por su resistencia a un an-

tibiótico.

Los plásmidos utilizados por nosotros son el pUC18 y

Bluescript que codifican la resistencia a ampicilina, la
inserción de DNA en el ’^olilinker" de estos plásmidos no

afecta la expresión de este gen, por lo que los transfor-
mantés se seleccionarán en medios que contengan ampicili-
na ( 100 microgramos/microlitro).

El plásmido pBR322 codifica la resistencia a ampicili-
na y tetraciclina. Así la inserción del DNA dentro del

vector, interrumpe la expresión de uno de los dos genes.

En nuestro caso, el fragmento clonado interrumpía el gen

que codifica para la tetraciclina, por lo que los trans-

formantes solo podían ser seleccionados por su resistencia
a ampicilina.

2.15.1. PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES.

La obtención de células competentes se realizó princi-
pálmente mediante la utilización de dos métodos, el del

C^Ca (51) y otro que combina la acción del C^Ca y otras
sales, denominado método del C^Ca/ClRb ( 7^2 ,73 ) Siempre
que el DNA era circular, se utilizaba el método del C^Ca
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por ser más rápido, sin embargo es menos eficiente. Cuan-
do el DNA a transformar era el producto de una reacción
de ligación, se utilizó el segundo método, que pese a ser

mucho más laboriosa, es 100 veces más eficiente en cuanto

al número de transformantes obtenidos por microgramo de
DNA.

METODO DEL Cl2Ca2.15.1.1.

El protocolo seguido es el descrito por Dagert y Erlich

(51).

PROCEDIMIENTO:

1) Inocular 5 mi de LB con una colonia de la cepa que que-

ramos transformar. Incubar durante una noche a 372C.

2) Inocular 50 mi de LB (en un erlenmeyer de 500 mi ) con

0,2 mi del precultivo. Crecer las células a 372C con.fuer-
te agitación durante 2-3 horas, hasta alcanzar una absor-

bancia de 0,2-0,3 (a 550 nm)

3) Colocar el cultivo en hielo, durante 10 minutos y cen-

trifugar 40 mi de la suspensión celular durante 10 minu-
tos a 5.000 r.p.m ( Tubos Corex de 30 mi estériles, rotor

SS-34 Beckman) a 42C.

4) Desechar el sobrenadante y resuspender el sedimento
en 20 mi de una solución estéril de C^Ca 0,1 M previamen-
te enfriada a 42C e incubar a 02C durante 20-25 minutos.5)Centrifugar a 5.000 r.p.m (rotor Beckman SS-34) durante
10 minutos a 4 aC

6) Verter el sobrenadante y resuspender el sedimento ce-

lular en 0,5 mi de una solución 0,1 M de C^Ca fria ( 42C)
.Mantener en hielo un mínimo de 2 horas y un máximo de 24
horas antes de su utilización.

ANOTACIONES:

-Durante el proceso de obtención de células competentes
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no se debe someter a las células a agitaciones violentas

poque disminuyen considerablemente la eficiencia de trans-
formación.

-Las células competentes, se pueden utilizar durante 48
lloras después de haberlas obtenido. La eficiencia de trans-

formación aumenta de 4 a 6 veces durante las 12 primeras

horas y empieza a disminuir transcurridas las 24 horas.
-La eficiencia de transformación oscila entre 10^ a 10^

colonias/microgramo de DNA, dependiendo de la cepa utiliza-
da.

-Hemos dicho que las células debian recogerse a una ab-
sorbancia de 0,2 ( 550 nm ), ahora bien cabe especificar que

8
esta absorbancia corresponde a 10 células/ml cuando la cepa

es recA+. Si la célula es recA deben ser recogidas a una
r 8

absorbancia de 0,6 que corresponde también a 10 células/ml.

METODO DEL ClRb/Cl2Ca.2.15.1.2.

Este método ha sido el de elección cuando se ha procédi-
do a subclonar algún fragmento de DNA genómico, en plásmi-
dos.

El protocolo seguido es el desctrito por Hanahan (72,73).
2 +Las células se hicieron crecer en presencia de Mg ,

2 +siendo más tarde tratadas con Mn 2+, K+, DMS0, DTT., Ca

PROCEDIMIENTO:

1) Sembrar por estría una placa de LB que contenga 10 mM

SO^Mg y 10 mM C^Mg con una colonia de la cepa a transfor-
mar.

2) Inocular 50 mi de LB + 10 mM SO^Mg + 10 mM C^Mg con 4-
5 colonias del precultivo obtenido en placa. Incubar a 37eC

con fuerte agitación hasta una absorbancia de 0,6 medida
a 600 nm (3-4 horas).
3) Mantener el cultivo en hielo durante 10-15 minutos. Cen-

trifugar 40 mi de la suspensión de células, en un tubo de
polipropileno ésteril, durante 10 minutos a 5.000 r.p.m
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( rotor Sorval SS-34 ) a 4QC.
4) Desechar el sobrenadante y resuspender el sedimento ce-

lular en 13 mi de tampón TFB ( 10 mM MES-K pH 6,2, 100 mM
CIRb, 45 mM C^Mn, 10 mM C^Ca ) con ayuda de una pipeta
de 10 mi. No agitar fuertemente.5)Mantener las células en hielo durante 10-15 minutos.Cen-

trifugar a 5.000 r.p.m durante 10 minutos a 4QC.7)Desechar el sobrenadante y resuspender el sedimento en

3,2 mi del tampón TFB, previamente esterilizado por filtra-
ción.

8) Adicionar 112 microlitros de una solución de DMS0/DTT (
1 M DTT + 10 mM acetato potásico + 90% (V/V ) DMS0 ). Mante-
ner 10 minutos en hielo.

9) Adicionar 112 microlitros más de la solución de DMS0/DTT
.Mantener 10 minutos en hielo como mínimo. Utilizar las cé-

lulas el mismo día de su obtención.

PROCEDIMIENTO:

-La eficiencia de transformación obtenida es del orden

de 10^-10^transformantes/microgramo de DNA.
-La adición de la solución de DMS0/DTT en dos veces au-

menta considerablemente la eficiencia de transformación.

2.15.2 TRANSFORMACION

El proceso de transformación implica la entrada de DNA
al interior de las células previamente tratadas para, que

se hagan competentes, según los métodos detallados en el
apartado 2.15.1.1 y 2.15.1.2.

PROCEDIMIENTO:

1) Poner en un tubo de microcentrífuga 10 microlitros de
la solución que contiene el DNA a transformar y 200 micro-
litros de las células competentes. Mantener en hielo duran-
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te 30 minutos.

2) Someter la mezcla a un choque térmico por incubación a

372C durante 5 minutos.

3) Adicionar 800 microlitros de LB é incubar 1 hora a 37eC
( si la selección es por resistencia a ampicilina) o hora
( selección por resistencia a tatraciclina ).
4) Sembrar 200 microlitros de la suspensión por placaien

placas de LB-ampicilina. Repartir bien las células con a-

yuda de una asa de vidrio.
5) Incubar las placas a 37QC durante 12-16 horas.

ANOTACIONES:

-Paralelamente al proceso de transformación del DNA de-
seado se debe preparar un tubo que contenga 10 ng de pUC18
pBR322 u otro plásmido superenrrollado, para así determi-
nar la eficiencia de transformación y otro , que contenga
Unicamente las células competentes (control de que no e-

xiste ninguna bacteria contaminante)
-Las placas que contienen ampicilina no deben incubar-

se más de 24 horas a 372C. La (J-lactamasa excretada al me-

dio por las células transformadas resistentes a la ampi-
difunde rápidamente y destruye el antibiótico del

medio, permitiendo el crecimiento de colonias denominadas

satélites, sensibles a la ampicilina.

cilina
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2.16. PREPARACION DE DNA PLASMIPICO.

Se han descrito diferentes métodos para la preparación
de DNA plásmidico, basados todos ellos en que el DNA de
E.coli es de mayor tamaño que el plásmidico y que además
se obtiene en forma de moléculas lineales,rotas. El DNA

plásmidico se obtiene en forma circular, covalentemente
unido.

Asi la preparación del plásmido presupone el crecimien-
to de la cepa portadora del plásmido, amplificación del

mismo, sedimentación y lisis de la bacteria y por último
purificación del DNA plásmidico en gradiente de cloruro
de cesio.

Una de las diferencias fundamentales entre el DNA de

E.coli y el del plásmido es que este último no precisa de
síntesis de proteínas, por lo que puede ser amplificado
de forma selectiva añadiendo un inhibidor de la sintesis

proteica, generalmente cloranfenicol, al cultivo bacteria-

no. ( 43 ) .

2.16.1. OBTENCION DE PLASMIDO A GRAN ESCALA.

La obtención de DNA plásmidico se basa en la desnatura-
lización selectiva, por álcali o calor, del DNA cromosó-
mico, en condiciones en que el DNA plásmidico, covalente-
mente cerrado, permanece intacto. ( 19 , 80) • Al neutrali-
zar o enfriar el DNA cromosómico forma un precipitado in-
soluble que puede ser separado junto con proteínas y res-
tos de bacterias. Las moléculas circulares del plásmido
permanecen en el sobrenadante.

La lisis de las bacterias, en nuestro caso, se realizó
por tratamiento con alcalí, según el método descrito por

Birbnboin y Doly ( 19 ).

PROCEDIMIENTO:

1) Inocular 10 mi del medio LB, suplementado con ampici-
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lina ( 100 ^tg/ml ), a partir de una colonia. Incubar a 37QC
durante 12-16 horas, con fuerte agitación.
2) Inocular 500 mi de LB-amp (en un matraz erlenmeyer de 2
litros) con 5 mi del precultivo.

3) Incubar a 37QC con fuerte agitación, hasta alcanzar una

absorbancia de 0,8-1 a 600 nm.

4) Adicionar 2,5 mi de una solución de cloranfenicol (34

mg/ml en etanol absoluto). Incubar a 37QC con vigorosa a-

gitación durante 12-16 horas.

5) Sedimentar las células por centrifugación a 4.000 x g

durante 10 minutos a 4QC. Decantar el sobrenadante.

6) Resuspender el sedimento celular con 10 mi de una solu-
ción de lisis ( 50 mM glucosa + 25 mM Tris-ClH pH 8,0 10
mM EDTA ) que contenga lisozima a una concentración de 5mg.
por mi.Dejar actuar durante 10 minutos a temperatura am-

biente.

7) Adicionar 20 mi de una solución de 1% SDS; 0,2 N NaOH;
recien preparada. Mezclar por inversión. Dejar actuar 10
minutos a 45C.

8) Añadir 15 mi de una solución 3 M acetato potásico pH
4,8, previamente enfriada en hielo. Mezclar por inversión
y dejar en hielo durante 20 minutos.

9) Centrifugar a 12.000 x g durante 30 minutos a tempera-
tura ambiente. Se observará un precipitado blanco en el
fondo del tubo debido al DNA genómico de E.coli y restos
celulares.10)Recoger el sobrenadante y transferir cantidades equi-
valentes ( 18 mi aproximadamente ) a tubos corex de 30 mi.
11) Adicionar a cada tubo 0,6 volúmenes (12 mi ) de alr

cohol isopropílico. Mezclar bien y Dejar 15 minutos a tem-

peratura ambiente.

12) Centrifugar a 12.000 x g durante 30 minutos a tempe-
ratura ambiente. Si la centrifugación se realiza a 4QC
precipitan sales.13)Eliminar el sobrenadante por aspiración y lavar el se-

dimento con etanol del 70%. Secar a 37eC durante 15-30

minutos.
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RNasa A a una concentración de 50 yUg/ml. Digerir el RNA
por incubación a 37eC durante 30 minutos.
15) Purificar el plásmido por centrifugación en gradiente
de densidad en cloruro de cesio y en presencia de Bromuro
de etidio. Para ello, medir el volumen de la solución de DNA

y adicionar 1 gramo de cloruro de cesio por cada mililitro
de solución. Mezclar bien hasta la total disolución del cío-

ruro de cesio.

16) Adicionar 0,8 mi de una solución de Bromuro de etidio (
10 mg/ml en agua ) por cada 10 mi de la solución de cloruro
de cesio. Comprobar la densidad final de la solución que ha
de ser de 1,55 g/ml. La concentración final de Bromuro de
etidio debe ser aproximadamente de 60 /»jg/mi.17)Transferir la solución de cloruro de cesio a un tubo de

policarbonato de 10 mi. Equilibrar este tubo con otro al

que se habrá añadido una solución de cloruro de cesio a una

concentración de 1 g/ml en agua.18)Centrifugar a 45.000 r.p.m durante 48 horas a 202C en un

rotor Beckman Ti-65.19)Fijar el tubo en una pinza y visualizar el DNA'con ayuda
de una lámpara de luz UV de onda larga. Se observarán dos
bandas de DNA. La banda superior formada por DNA genómico
y DNA plasmídico lineal y la banda inferior corresponde al
DNA plasmídico circular.20)Extraer la banda de DNA. plasmídico circular por aspira-
ción.21)Continuar el procedimiento de extracción del Bromuro de
etidio de la solución, precipitación del DNA y disolución
del mismo según la metodología descrita en el apartado 1.-5.2
desde elipunto 8 al-15.

ga

ANOTACIONES:

-El precipitado rojo que se forma al añadir la solución
de Bromuro de etidio a la solución de DNA y cloruro de ce-

sio, es debido a la formación de complejos entre el Bromu-
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ro de etidio y las proteínas bacterianas.

-Con este método es posible obtener aproximadamente en-

tre 0,5-1 ng de plásmido a partir de 500 mi de cultivo

2.16.2.OBTENCION DE PLASMIDO A PEQUEÑA ESCALA.

La obtención de plásmido pequeña escala se utiliza so-

bre todo cuando se desea proceder a la identificación de

clones recombinantes. Permite analizar gran número de plás-
midos en un corto espacio de tiempo, si bien uno de los ma-

yores inconvenientes es la presencia de cantidades más o

menos apreciables de sales que pueden .inhibir ;la_actividad
de los enzimas de restricción.(80).

PROCEDIMIENTO:

1) Inocular 5 mi de medio LB-amp con una colonia de la ce-

pa portadora del plásmido. Incubar a 37aC durante 12-16 ho-

ras, con fuerte agitación.
2) Transferir el cultivo a un tubo corex de 15 mi y centri-

fugar a 8.000 x g durante 10 minutos a 4SC.
3) Aspirar el sobrenadante y resuspender el sedimento celu-
lar con 200 pil de una solución de lísis ( 50 mM glucosa +
25 mM Tris-CIH pH 8,0 + 10 mM EDTA ) que contenga lisozima
a una concentración de 5 mg/ml. Incubar 10 minutos a tem-

peratura ambiente.

4) Adicionar 400 yl de una solución 1% SDS + NaOH recien
preparada. Mezclar por inversión y dejar el tubo en hielo
10 minutos.

5) Añadir 300 jul de una solución fria de acetato potásico
3 M pH 4,8.
6) Centrifugar 10 minutos a 15.000 x g , a 4eC. Aspirar el
sobrenadante y repartirlo en dos tubos de microcentrífuga
7) Adicionar un volumen igual de fenol/cloroformo. Mezclar
bien y centrifugar a 15.000 x g durante 2 minutos. Trans-
ferir el sobrenadante a otro tubo.
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8) Medir el volumen del sobrenadante y añadir 2 volume-
nes de etanol absoluto. Mezclar y dejar a temperatura

ambiente durante 2 minutos.

9) Centrifugar 10 minutos a 15.000 x g. Aspirar el sobre-
nadante y lavar el sedimento con etanol del 70%. Agitar

y volver a centrifugar.10)Aspirar el sobrenadante y secar el sedimento a 37QC.11)Disolver el sedimento en 50 j*X de TE conteniendo RNasa
( 20 /«-g/ml ). Incubar a 37eC durante 30 minutos.

ANOTACIONES:

-El rendimiento obtenido por este método es de 1-3 j*g
de DNA por cada 5 mi de cultivo, suficiente para poder

proceder al análisis del plásmido.
- Las preparaciones de DNA obtenidas según este método

se pueden digerir con la mayoría de enzimas de restric-
ción. Se aconseja digerir el DNA en un volumen grande de
reacción para así diluir los posibles inhibidores de la
actividad de los enzimas de restricción y con un exceso

de enzima de 10 veces.

-Si existen problemas en la digestión del DNA, es con-

veniente proceder de nuevo a una extracción con fenol/clo-
roformo, repitiendo en este caso desde el punto 8 al 13.
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2.17. TECNICAS ELECTROFORETICAS.

2.17.1. ELECTROFORESIS DE DNA EN GELES DE AGAROSA

Las técnicas electroforéticas se utilizan con frecuen-

cia en la separación e identificación de fragmentos de
DNA y RNA, así como en el aislamiento de fragmentos con-

cretos de DNA (electroforesis preparativa).
La migración electroforética del DNA a través de geles

de agarosa se realizó teniendo en cuenta su peso molecu-
lar, concentración de agarosa, conformación del DNA y co-

rriente aplicada. Así las moléculas de DNA lineal de do-
ble cadena migran de forma inversamente proporcional al

loglO de su peso molecular ( 75 ). Ello permite la deter-
minación del tamaño de un fragmento de DNA concreto, me-

diante el uso de marcadores de peso molecular conocido.
Las concentraciones de agarosa utilizadas oscilaron

entre el 0,8-1,5% P/V. Existe una relación lineal entre

el logaritmo en base 10 de la movilidad electroforética
del DNA y la concentración de agarosa en el gel. A..con-
tinuación se detalla.una relación de la concentración de

agarosa a utilizar en el gel con respecto al tamaño de
los fragmentos de DNA que se quiera separar.

CONCENTRACION DE AGAROSA

EN EL GEL ( % )

'.INTERVALO DE SEPARACION

DE FRAGMENTOS ( Kb )

60-5

20-1

10-0,8

7-0,5

6-0,4

4-0,2

3-0,1

0,3

0,6

0,7

0,9

1,2

1,5

2,0

Según su información, DNAs de idéntico peso molecular
migran de forma diferente a través de geles de agarosa.

En las condiciones utilizadas por nosotros, migra más el
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el DNA circular superenrrollado que el DNA lineal.
El voltaje aplicado fué de 5 V/cm, parece ser además

que es el óptimo para obtener una máxima resolución. A
bajo voltaje la tasa de migración de fragmentos de DNA
lineal es proporcional al voltaje aplicado.

En todos los casos la electroforesis se realizó en

presencia de Bromuro de etidio, visualizándose el DNA en

un transiluminador de luz U.V de onda media 302.

Se utilizó geles de agarosa horizontales. Las cube-
tas utilizadas eran de 10,2 x 6,5 cm. (Minigel, BioRad)
con un volumen de 30 mi.

PROCEDIMIENTO:

1) Añadir una cantidad necesaria de agarosa en polvo
(de media electroendosmosis, Sigma) en el volumen ade-
cuado de tampón de electroforesis TAE (40 mM Tris- ace-

lmM EDTA pH 8,0).tato,

2) Calentar en un horno microondas hasta disolución to-i

tal ( 2-3 minutos).

3) Atemperar la disolución a 502C y añadir Bromuro de
etidio hasta una concentración final de 0,5 ^«g/ml.
4) Sellar el molde del gel con cinta adhesiva. Colocar
el peine a la distancia adecuada y verter la solución de
agarosa- Bromuro de etidio.

5) Al cabo de 1 hora (tiempo necerario para que el gel
solidifique) sacar el peine y colocar el gel en la cube-
ta de electroforesis.

6) Añadir la cantidad de tampón de electroforesis (al
cual se le ha añadido 0,5 /*g/ml de la solución de Bromu-
ro de etidio) necesaria para que cubra totalmente el
gel.

7) Adicionar a las muestras 0,25 volúmenes de tampón de
muestras x 5 ( 0,1 % SDS; 40 mM EDTA pH 8,0; 30% Ficoll,
0,25% Azul de bromofenol). Calentar 10 minutos a 65QC y

sembrarlas en el gel.
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8) Aplicar un voltaje constante de 50 voltios y dejar
correr hasta que el Azul de bromofenol alcance las 2/3
partes del gel.

9) Visualizar el gel a través de un transiluminador de
luz de onda media 302 nm.

ANOTACIONES:

- La cantidad de DNA a aplicar depende del número de

fragmentos que tenga y de su longitud. En un minigel se

aplicaron 100 ng de DNA por banda. Sin embargo se pueden
detectar hasta 10 ng de DNA.

- Hay que hacer constar que para la purificación de

fragmentos concretos de DNA por el método descrito por

Langridge ( 89 ) se utilizó agarosa de bajo punto de fu-
sión (Bio-Rad), la cual posee la propiedad de fundir a

65- 70aC y solidificar por debajo de los 30eC. En estos

casos las fases de preparación del gel y de electrofore-
sis, se realizaron a baja temperatura (4SC).

2.17.2 ELECTR0F0RESIS EN GEL DE P0LIACRILAMIDA- SDS.

Los productos de traducción "in vitro" se analizaron

por electroforesis en geles de poliacrilamida- SDS ( 88 ).
Los geles se forman por polimerización del monómero

acrilamida y el dímero bisacrilamida. La reacción de po-

limerización es iniciada por los radicales libres que

se forman al reaccionar el Persulfato amónico y el TEMED.
Una vez iniciada,la polimerización continúa por ella
misma.

Los geles se confeccionaron según el método de Laemmli.
Los geles se prepararon al 10% acrilamida con una propor-
ción de acrilamida- bisacrilamida de 40:2. La polimeriza-
ción del gel se hizo entre dos placas de vidrio (16x 24 cm)
separadas por tiras de metacrilato de 1 mm de grueso.
Las tiras se colocaron en la parte inferior y en los la-
ferales de las placas, el conjunto se sujetó con unas
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pinzas y se sellaron las juntas con una solución de agar
al 1,5%. Una vez solidificado el agar, se procedió a la

preparación del gel.
Con la finalidad de mejorar la resolución del gel, se

confeccionó un gel de composición discontinua: Un gel
relativamente corto (4- 6 cm) y con

una concentración de acrilamida del 5% y un gel inferior
o separador más largo ( 15- 17 cm) con una concentración
final de acrilamida del 10%. La función del apilador es

la de concentrar, las muestras. Las proteinas se mueven

con relativa facilidad entre las mallas del gel apilador

y se acumulan en la interfase entre los dos geles. Esto
hace que en el momento de entrar las proteinas en el gel

separador, se encuentren formando una banda estrecha,
siendo en el gel inferior donde realmente tiene lugar la

separación de las diferentes proteinas.

superior o apilador

PROCEDIMIENTO:

1) Preparar la solución del gel separador según:

Acrilamida 40%

Bisacrilamida

Tampón de separación
(Tris-CIH 1,5 M pH 8,8 +

0,4% SDS)
Persulfato amónico 10%

TEMED

h2o
2) Verter la solución entre las dos placas, inmediatamente
después de adicionar el TEMED o el persulfato amónico,has-
ta una altura aproximada de 17 centímetros. Adicionar 2-3
mi de alcohol isopropílico, que además de evitar el contac-
to del gel con el aire, proporciona una superficie recta.
3) Dejar polimerizar el gel como mínimo media hora.
4) Sacar por decantación el alcohol isopropílico, lavar

con agua. Secar con un papel de filtro la superficie del
gel y colocar la plantilla para la formación de bolsillos

6.25 mi

3.25 mi

6,25 mi

300 Z1
18,75 Ja1

8,93 mi
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de tamaño conveniente.5)Preparar la solución del gel apilador según se descri-
be a continuación:

0,75 mi

0,40 mi

Acrilamida 40%

Bisacrilamida 2%

Tampón del gel apilador:

(1 M Tris-CIH pH 6,8 +

0,4% SDS)
Persulfato amónico 10% .

TEMED

1,25 mi

135 1

10 1

7,60 mih2o
6) Añadir rápidamente el gel apilador, a la placa, y de-

jar polimerizar durante media hora.

7) Sacar el formador de bolsillos y lavar los bolsillos
formados con tampón de electroforesis (0,025 M Tris,*0,192
M glicina
8) Sacar la tira de metacrilato

0,1% SDS pH 8,3)
colocada en la parte in-

ferior de las placas de vidrio y colocarlas en la cubeta
de electroforesis. Llenar la cubeta con tampón de elec-
troforesis y sacar las burbujas de aire atrapadas en la
parte inferior del gel.9)Preparar las muestras añadiendo una solución reductora
a una concentración final de 5% (P/V) SDS; 5% (V/V) 2-

mercaptoetanol; 0,33% (P/V) EDTA y 125 mM Tris pH 6,8.
10) Calentar las muestras 3 minutos a 1002C.

11) Adicionar sacarosa y azul de bromofenol a una concen-

tración final del 0,5% (P/V) y o,0125% (P/V) respectiva-
mente. Seguidamente aplicarlas en el gel.
12) Conectar los electrodos a una fuente de alimentación

( electrodo positivo en la parte inferior del gel ) y

desarrollar el gel a 13 mA ( amperaje constante ) hasta
que el azul de bromofenol alcance i cm del margen infe-
rior del gel.
13) Desconectar los electrodos, separar las dos placas
de vidrio y teñir el gel durante 30 minutos en una solu-
ción de 50% TCA; 0,2% Azul de Coomassie
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14) Desteñir el gel durante varias horas con una solución
desteñidora ( 30% metanol + 70% ácido acético en agua )
15) En el caso de muestras radioactivas, tratar seguidamen-
te el gel tal y como se detalla en el apartado 2.19, para

poder identificar las proteinas marcadas.
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2.18. EXPRESION DE GENES EN MAXICELULAS.

Cuando ]í. coli es sometida a una radiación con luz ul-
travioleta ve dañado su DNA de manera selectiva. La ra-

diación ultravioleta a 260 nm actúa preponderadamente
sobre los ácidos nucléicos, afectando sobre todo a las

bases pirimidínicas.
Mutaciones que afectan al gen recA y uvrA inactivan

el mecanismo por el cual la célula es capaz de reparar

los daños causados en su DNA, por acción de la luz U.V.
La irradiación con luz U.V. produce una inhibición de la

transcripción debida a los dímeros de pirimidina forma-
dos, a la vez que se produce una degradación extensiva
del DNA cromosómico por acción de nucleasas intracelula-
res. La incubación de estas "maxicélulas" no lleva a la

síntesis proteica debido a que carecen de DNA para la

transcripción. Sin embargo si estas células contienen un

plásmido multicopia, alguna molécula plasmídica puede es-

capar a la irradiación ya que son de menor tamaño que el
DNA cromosómico bacteriano y además se encuentran en un

estado superenrollado. Así, estos plásmidos sirven como

molde para la transcripción, y las proteínas codificadas
por estos pueden ser marcadas de.forma selectiva por a-

dición de aminoácidos radioactivos.

La cepa utilizada fué la C600 recA previamente trans-
formada con plásmidos recombinantes del vector pUC18 y

pBR322, según se describe en el apartado 2.15.
El método utilizado es descrito por Stoker et al.(146).

PROCEDIMIENTO:

1) Inocular 10 mi del cultivo deseado con una colonia

aislada de la cepa C600 recA (previamente transformada
con el plásmido recombinante, cuyas proteínas se quieran

expresar) .

2) Diluir el cultivo 20 veces en un medio que contenga
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hidrolizado de caseína al 1%. Incubar a 37SC has una

absorbancia de 0,5 a 430 nm.3)Transferir 10 mi del cultivo a una placa petri de 9
era de diámetro. Irradiar con una lámpara de luz ultra-

_2
violeta a 254 nm a una dosis de 40 Jm , con suave agi-
tación para que ninguna pueda escapar a la irradiación.
4) Transferir 5 mi del cultivo irradiado a un matraz er-

lenmeyer estéril bien tapado con papel de aluminio para

evitar fenómenos de fotoreactivación. Incubar 1 hora a

37eC con agitación.
5) Añadir D-cicloserina a una concentración final de

10'0/«g/ml e incubar 16-20 horas a 372C con constante a-

gitación.
6) Transferir 1 mi del cultivo a un tubo de microcentrí-

fuga estéril y recoger las células por centrifugación en

una microcentrífuga eppendorf durante 2 minutos. Dese-
char el sobrenadante.

7) Resuspender el sedimento celular en 0,5 mi de medio
mineral ( SM) y recoger las células de nuevo por centri-

fugación.
8) Repetir el paso 7.

9) Resuspender el sedimento en 0,5 mi de medio mineral
(SM) que contenga 100 /ag/ml de D-cicloserina.10)Adicionar 3 de una mezcla de aminoácidos preparada

según se describe en las anotaciones de este apartado.11)Incubar a 37eC durante 1 hora.12)Adicionar 25 JmCi de ^
durante 1 hora conagitación intermitente.13)Añadir 10 juX de
incubar 5 minutos más.14)Recoger las células por centrifugación (2 minutos en

una microcentrífuga eppendorf). Desechar el sobrenadan-
te.15)Resuspender el sedimento celular en medio mineral(SM)
y añadir 50 ^ul del tampón de muestras (0,125 M Tris-HCl
pH 6,8; 20% glicerol,' 2% SDS‘, 5% 2-mercaptoetanol y .

S metionina e incubar a 37SC

solución de metionina (8 mg/ml) euna
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0,001% (P/V) azul de bromofenol). Hervir las muestras

durante 3 minutos.16)Aplicar 25 /J. de la muestra resultante en un gel de po-

liacr ilamida-SDS. Guardar los restantes 75 jtl a -20eC.17)Después de la electroforesis, se debe someter el gel
a una fluorografía para poder detectar las proteínas mar-

cadas.

ANOTACIONES:

El medio de cultivo de elección es un medio mínimo su-

plementado con hidrolizado de caseína. El uso del LB no es

acosejable porque posee sustancias que absorben al ultra-
violeta e interfieren con la irradiación de las células.

Después de irradiadas, las células se incuban a 37QC
durante 1 hora para que las bacterias que han sufrido al-

gún daño en su DNA dejen de crecer.

El sistema de expresión en maxicélulas es más seguro

si se utilizan plásmidos de pequeño tamaño y que estén en

un alto número de copias (129). Los plásmidos multicopia

semejantes al ColEl y cuyo DNA no ha sido dañado por la
irradiación continúan replicándose. Con plásmidos multi-
copia los niveles de DNA se incrementan 10 veces después
de 6 horas de incubación en células que han visto degra-
dado su DNA en un 80%.

_2
La irradiación suministrada fué de 40 Jm ya que se

utilizó una cepa que tenía alterado el sistema de repara-

ción del DNA por una única mutación en el gen recA , en

contraposición a otros sistemas con múltiples mutaciones.

Después de ser irradiadas, las células deben proteger-
se de la luz ya que pueden fotoreactivarse fácilmente por

acción del gen phr'1'.
La composición de la mezcla de aminoácidos añadida en

el punto 10 es la siguiente:

D,L-Alanina

L-Arginina.
409/iM
175 yuM
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38 a3ML-Asparragina

38 /iM

122 yuM

113 m

2 mM

273 yuM
73 yuM
88 /iM
160 yuM
346

76 yüM
325 pM
532 yuM
252 yuM

.69 yuM

.73 yuM
, 188 /üM

L-Aspártico.
L-Cisteína..

L-Glutámico.

L-Glutamina.

Glicina

L-Histidina.

L-Isoleucina

L-Leucina. . .

L-Lisina

L-Fenilalanina

L-Prolina

L-Serina.

L-Treonina. .

L-Triptófano
L-Tirosina. .

L-Valina....
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2.19 DETECCION DE PROTEINAS RADIOACTIVAS POR FLUOROGRAFIA.

Esta técnica se emplea para la detección de las pro-

teínas separadas por electroforesis, cuando éstas esta-

ban marcadas con radioisótopos emisores de partículas de

baja energía, como es el caso del 35s, las cuales no po-

drían ser detectadas por la técnica de autorradiografía
indirecta.

El proceso consiste esencialmente en impregnar el gel
con un compuesto centelleador ques transformará la ener-

gía de las partículas emitidas

ca, la cual a su vez, es la responsable de impresionar
la placa fotográfica adjunta.

en una radiación lumíni-

2.19.1. METODO DEL SALICILATO SODICO.

Una de las principales ventajas de este método con res-

pecto al que detallaremos en el apartado 2.19.2. es su

rapidez, gran penetrabilidad en el gel y el uso de reac-

tivos muy sencillos de preparar como es el salicilato só-
dico.

El protocolo seguido fué el descrito por Chamberlain
( 36 ), el cual puede aplicarse tanto a geles sometidos al
proceso previo de tinción y destinción, como a geles some-

tidos simplemente al proceso de fijación de proteínas.

PROTOCOLO:

1) Después de desteñir el gel conácido acético al 7% su-

mergirlo en agua destilada para eliminar el ácido. Incu-
bario en ella durante 30 minutos.

2) Eliminar el agua por aspiración y añadir 250 mi de u-

na solución 1 M de salicilato sódico pH 5,7. Incubar 30
minutos a temperatura ambiente.
3) Colocar el gel encima de un papel Whatman 3MM previa-
emnte humedecido en agua y cubrirlo con una hoja de aceta-
to.
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4) Secar el gel al vacío, a 80SC, en un secador de geles
GSD-4 de Pharmacia, durante 1 hora.

5) Colocar el gel seco en un chasis metálico, en ausen-

cia de luz, en estrecho contacto con una película auto-

rradiográfica tipo MAFE RP-X1.
6) Cerrar el chasis y colocarlo a -80QC durante un tiem-

po de exposición adecuado.
7) Dejar atemperar la película y revelar la misma manual-

mente,de acuerdo con las instrucciones suministradas por

el fabricante.

ANOTACIONES:

Antes de proceder al tratamiento del gel con salicila-
to sódico, se debe proceder a eliminar los restos de áci-
do acético existentes, que podrían conducir a la preci-

pitación del salicilato sódico.
El tratamiento con el salicilato sódico provoca una

difusión de las bandas del gel, si bien este fenómeno no

ha podido ser todavía explicado.

2.19.2. METODO DEL DMSO/PPO.

El protocolo seguido es el descrito por Hames y Rick-
wood ( 71), que no es más que una adaptación de las téc-

Se basa en

35
emitidas por el S

nicas propuestas por Laskey y col. (22 ) .

la interacción entre las partículas
y el 2,5-difeniloxazol (PPO) que produce una emisión de
luz la cual provoca el ennegecimiento local de la pelí-
cula de rayos X.

PROCEDIMIENTO:

1) Sumergir el gel en 20 volúmenes de dimetilsulfóxido
(Me2S0) durante 30 segundos.
2) Pasar el gel a una solución nueva de dimetilsulfóxido
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e incubarlo durante 30 minutos.

3) Sumergir el gel en 4 volúmenes de PPO al 20% (P/V) en

dimetilsulfóxido durante 3 horas.

4) Pasar el gel a un recipiente con 20 volúmenes de agua

y dejarlo durante 1 hora.

5) Secar el gel al vacío durante 1 hora.
6) Proceder según los pasos 5 al 7 del apartado 2.19.1.

ANOTACIONES:

Con este tratamiento se incrementa considerablemente

la sensibilidad del método de detección, a la vez que se

consigue establecer una relación de proporcionalidad entre
la absorbancia de laimagen fluorográfica y la radioacti-
vidad de la muestra.

El dimetilsulfóxido es un potente dehidratante, que

elimina el agua del interior de la matriz del gel y por

otra parte permite la solubilización del PPO y la entra-
da de éste al interior del gel. La precipitación del PPO
se produce por adición de agua, ya que éste es insoluble
en ella.
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2.20. AUTORRADIOGRAFIA INDIRECTA.

La autorradiografía indirecta fué la técnica de elec-

ción para la visualización de fragmentos de DNA, marcados

P, por su alta sensibilidad.
32

con

PROCEDIMIENTO:

1) Fijar los filtros de nitrocelulosa encima de una car-

tulina. Colocarlos en un chasis metálico en ausencia de

luz y dotado de dos pantallas intensificadoras (Micron R
o Dupont H-plus).
2) Colocar en contacto con el filtro de nitrocelulosa una

película autorradiográfica, tipo MAFE RP-X1.
3) Cerrar el chasis y colocarlo a -802C con objeto de ob-
tener una respuesta lineal.

4) Dejar transcurrir el tiempo de exposición necesario de-

pendiendo de la radioactividad existente en el gel.
5) Revelar la película impresionada de forma manual.

ANOTACIONES:

-Cabe destacar la gran sensibilidad de la película
MAFE RP-X1 a la luz, por lo que la colocación de la mis-
ma en el interior del chasis se hará en total oscuridad.

-El revelado’de la película impresionada se seguirá
con ayuda de una luz roja.
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2.21. PRODUCTOS Y REACTIVOS UTILIZADOS.

Los productos y reactivos utilizados en el presente

trabajo han sido suministrados por las siguientes firmas
comerciales:

BIO-RAD LABORATORIES. Richmond,Ca., E.U.A.

Agarosa (de bajo punto de fusión)
Azul brillante de Coomasie

Dodecil sulfato sódico (SDS)
N-N'-metilenbisacrilamida

Persulfato amónico

NjN.N',N’-tetrametiletilendiamina (TEMED)

BOEHRINGER MANNHEIM gmbh.Mannheim, Alemania.

Ampicilina sódica
BamHI

DNAsal

DNA polimerasa I
EcRI

HindIII

lisozima

PstI

Salí

SacI

Xmal

Xhol

CARLO ERBA. Milá, Italia.

Alcohol butílico

Alcohol etílico

Alcohol isoamílico

Alcohol isopropílico
Alcohol metílico

Cloroformo

Fenol

Formamida
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COMMISARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE. Gif-Sur Yvette. Francia.

14
C-ramnosa

CULTEK. Barcelona.

Bgll

BglII

Kpnl
Pvul

PvuII

Smal

DIFCO. Detroit,Mich.E.U.A.

Antibiotic médium n2 3

Bacto-agar
Bacto-casaminoácidos (hidrolizado de caseina)
Bacto-extracto de levadura

Bacto-peptona

Bacto-triptona.

FEROSA (reactivos SCHARLAU). Barcelona.

Dioxano

2,5-difeniloxazol (PPO)
1,4 bis (5 feniloxazol-2-il)-benceno (POPOP)

Naftaleno

FLUKA A.G. Buchs, Suiza

Acrilamida

MERCK. Darmstadt, R.F. Alemania

Acétato potásico
Ácido clorhídrico

Ácido sulfúrico

Ácido tricloroacético

Azul de bromofenol

Carbazol

Citrato trisódico

Cloruro cálcico

Cloruro potásico
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Cloruro de cesio

Cloruro manganoso

Cloruro magnésico
Cloruro de rubidio

Cloruro sódico

Dimetilsulfóxido (DMSO)
Etilendiaminotetracético (EDTA-Na)
Ficoll

Fosfato dipotásico
Fosfato sódico

Glucosa

Hidróxido potásico
Hidróxido sódico

2-Mercaptoetanol

Polivinilpirrolidona
Sacarosa

Sulfato amónico

Sulfato ferroso

Sulfato magnésico
Tolueno

NEW! ENGLAND NUCLEAR

32
P- ATP

35
S-metionina

SHOT IBERICA (SCHEILER AND SCHULL) . Barcelona

Papel de nitrocelulosa BA-83

SIGMA CHEMICAL Co. St. Louis, Mo E.U.A

Agarosa (de baja electroendosmosis)
D,L-alanina

Albúmina sérica bovina

L-arginina
L-asparragina
L-aspártico
Adenosina-5'-trifosfato (ATP)
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5-bromo-4-cloro-3-indolil- -galactopiranósido (X-gal)
Bromuro de etidio

Bromuro de hexadeciltrimetilamónio (CETAB)
D-cicloserina

L-cisteina

Cloranfenicol

Cristal violeta

DNA de testículos de salmón

Espermidina
Fenilalanina

Fosfomicina

L-glutamico
L-glutamina
Glicina

Glicerol

8-hidroxiquinoleina
L-histidina

Isoleucina

Isopropiltiogalactósido (IPTG)
Kanamicina

L-leucina

L-lisina

L-metionina

2(N-morfolino)etona sulfónico ácido (MES)
Marcadores de bajo peso molecular para electrofore-
sis

L-prolina
Putrescina

Ramnosa

RNasa A

L-serina

tagatosa

tiamina

L-tirosina

L-treonina

L-triptofano
Tris(hidroximetil) amino metano (Tris)
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Tritón X-100

L-valina

Whatman.

Papel whatman chroma nQ3
. Papel Whatman chroma nQl



3. RESULTADOS.
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3.1 OBTENCION Y CARACTERIZACION DE FAGOS RECOMBINANTES

CONTENIENDO PARTE DEL LOCUS rha.

El aislamiento de genes y el estudio de la expresión
génica en organismos procariotas, ha sido realizado en

gran parte mediante la utilización de fagos de transduc-
ción especializada, en especial los derivados del bacte-

riófago lambda. (62,64).
Los fagos de transducción especializada se forman por

la escisión conjunta del profago con un fragmento adya-
cente de DNA bacteriano. Estos fagos recombinantes son

capaces de replicarse y empaquetarse con la misma eficien-
cia que el fago lambda tipo salvaje. (134).

Así, la clonación del operón de la ramnosa se ha ini-
ciado mediante la utilización del fago lambda cI857 b515
b519 xis6S7 insertado en el locus rha de la cepa ET 1248
( 33 ).

Este fago se caracteriza por poseer una mutación tem-

peratura sensible en el gen el por lo que se puede indu-
cir su escisión del cromosoma bacteriano por un incremen-
to de temperatura desde 30 a 42QC. (147).

Además posee una mutación en el gen xis que favorece
la escisión anormal del profago, incorporando de este mo-

do en su genoma hasta unas 20 kb de DNA genómico foráneo.
Tipicamente la capacidad de empaquetamiento de la cápside
del fago es de unas 50 kb ( 83 ) de las que sólo le son

imprescindibles unas 30 kb para su replicación. ( 83,108,
120 ).

La integración del fago lambda en el cromosoma bacte-
riano es posible debido a fenómenos de recombinación en-

tre el fago y el cromosoma bacteriano gracias a la exis-
tencia de secuencias homologas especificas entre ambos
DNAs que se denominan att (attachment site) ( 66 ) y a la
presencia de una proteína codificada por el gen int del
fago que actúa promoviendo la recombinación de las secuen-

cias att.
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El fago lambda se fija siempre a un punto totalmente

específico del cromosoma bacteriano y justamente en un

punto situado entre el locus gal y el locus bio, sin em-

bargo cuando el fago utilizado posee alguna mutación que

afecte al gen int ,el fago lambda se integra con una me-

ñor frecuencia y además, inespecificamente en muchos pun-

tos distintos del DNA bacteriano. (107 ).

3.1.1 INDUCCION DE LA FASE LITICA EN LA CEPA LISOGENICA

ET 1248

La obtención de fagos a partir de la cepa lisogénica
ET 1248, se realizó según el protocolo descrito por

Schrent y Weisberg (134). Así dicha cepa se hizo crecer

en un medio rico (LB) a la temperatura permisiva de 329C
células por mi y seguidamente

se incubó a 412C durante 30 minutos, con el fin de produ-
cir la inducción de los profagos que se hallaban inserta-
dos en el locus rha de la cepa ET 1248. A esta temperatu-

ra se inactiva la proteína represora, producto del gen el,
y que reprime la transcripción de los genes del fago cuan-

do está en estado lisogénico, con lo que se inicia la fase
lítica del fago.

Tras incubar durante 2 horas a 37QC, las células fueron

recolectadas por centrifugación a 8000 x g y se resuspen-

dieron en un volumen 100 veces menor de LB. Dado que el

fago inducido posee una mutación en el gen S, que codifi-
ca un componente de las funciones de lisis del huésped,
los fagos se obtuvieron por tratamiento de las células
con cloroformo ( 1:100 v/v) a 372C durante 15 minutos
con agitación. Después de eliminar los restos celulares
por centrifugación, se utilizó el sobrenadante como mate-
rial de partida para la selección de los fagos recombi-
nantes.

8
hasta una densidad de 4x10
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3.1.2 SELECCION DE JAGOS RECOMBINANTES

Los fagos obtenidos por inducción térmica, a partir de
la cepa ET 1248, se sometieron a procesos de selección con

el fin de identificar y aislar fagos recombinantes.
Uno de ellos está basado en el tamaño del genoma del fa-

go. Se ha puesto de manifiesto que las cepas Peí
terizan por inhibir la penetración de DNA de pequeño tama-

ño. En el caso del fago lambda, permite preferencialmente
la propagación de aquellos fagos que han incrementado el ta-

maño de su genoma por incorporación de un fragmento de DNA
genómico (27 ,160)- Así se infectó la cepa JM222 (Peí ) con

una alícuota del lisado fágico obtenido y se sembró en pía-
cas de LB. No fué posible detectar placas de lisis por este

procedimiento después de incubar hasta 15 horas a 372C re-

petidas siembras. Estos resultados negativos nos llevaron
a ensayar un segundo método de selección.

Este segundo método se basaba en la identificación de

fagos recombinantes por su fenotipo Spi
por crecer sobre cepas lisogénicas del fago P2 como conse-

cuencia de mutaciones en los genes red y gam (107,168,169).
Los fagos recombinantes capaces de crecer en cepas liso-

génicas de P2 han perdido los genes red y gam, situados en

posición adyacente al locus att como consecuencia de su reem-

plazamiento , en el proceso de excisión aberrante, por DNA
genómico de la bacteria en la que estaban insertados ( figu-
ra 8) .

se carac-

que se caracteriza

A fin de seleccionar fagos recombinantes con el fenotipo
Spi se procedió a la infección de las cepas NM528 y Q359
(ambas lisogénicas de P2) con una alícuota del lisado obte-
nido según se detalla en el apartado 3.1.1. Tras incubación
a.37QC durante 15 horas, se observó la presencia de más de
200 placas de lisis.

Se escogieron clones bien aislados, de los cuales se se—

leccionaron al azar, y que denominamos lambda prha 1 y lambda
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FIGURA 8. ESCISION DEL FAGO LAMBDA, GENERADORA DE

FAGOS CON GENOTIPO Spi~.

El esquema representa el proceso de es-

cisión aberrante del fago lambda clts in-
sertado en una posición distinta a la de
los puntos de fijación marcada por los

operones gal y bio (A). La escisión abe-
rrante del fago da lugar a recombinación
entre el DNA genómico (•—) y el DNA fági-
co (—) por la derecha de uno del locus
att (B). La recircularización del fago se

completa por recombinación entre dos lo-
cus que no corresponden a att

en este proceso el locus el y los genes

red y gam próximos a él (C).
La linearización por apertura de los ex-

tremos eos (Hh») £-D ) del fa,go muestra la
localización del DNA genómico en el fago
infectivo.

-P-exdiendo
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prha2 para su posterior estudio. Estos clones se amplifi-
carón de forma independiente sobre la cepa NM528, en medio

líquido, según se describe en el apartado 2.6.1. y se pu-

rificaron por centrifugación en gradiente discontinuo de
Cloruro de cesio (apartado 2.6.3).

Una alícuota de cada una de las preparaciones fágicas
fué tratada según se detalla en el apartado 2.6.4. para

obtener su DNA y proceder a su caracterización.

3.1.3. CARACTERIZACION DE LOS FAGOS RECOMBINANTES LAMBDA

prhal Y LAMBDA prha2

Se procedió a digerir el DNA de los fagos lambda prhal
y lambda prha2 con los enzimas de restricción Kpnl, EcoRI
BamHI y HindIII.

Los fragmentos generados fueron separados por electro-
foresis en geles de agarosa al 0,7% y el tamaño de los
mismos fué determinado utilizando como marcador de peso

molecular DNA de lambda digerido con HindIII (figura 9).
Una vez determinado el tamaño y número de fragmentos

generados por acción de las distintas endonucleasas de
restricción en los fagos lambda prhal y lambda prha2 y

conociendo además el tamaño y ordenación de los fragmen-
tos obtenidos por digestión del DNA del fago progenitor

(cI857 b515 b519 xis6 S7) con las mismas endonucleasas

de restricción, se pudo determinar que los fagos recom-

binantes poseían una inserción de DNA genómico de .E. coli
de al menos 6,8 Kb en el fago lambda prhal y 7,6 Kb en el
fago lambda prha2. Inserción que lógicamente arranca de
locus att (attachement) y se extiende hacia la derecha
del mismo, ver esquema. Figura 10.
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FIGURA 9. DIGESTION DEL DNA DE LOS FAGOS LAMBDA

prhal Y LAMBDA prha2 CON DIFERENTES EN-

ZIMAS DE RESTRICCION.

La fotografia muestra los fragmentos

generados por digestión del DNA de los

fagos lambda prhal y lambda prha2 eon

los siguientes enzimas de restricción:

2) Kpnl
3) EcoRI

4) BamHI

5) HindIII ( prhal)
7) HjndIII ( prha2)
8) BamHI

9) EcoRI

10)KpnI

(-prhal)

( prhal)

( prha1)

( prha2)

( prha2)

( prha2)

Asi mismo, en 1) se muestra el DNA del

fago lambda, sin digerir y en 6) se mués-

tran los fragmentos generados por diges-
tión del DNA del fago lambda tipo salvaje
con el enzima HindIII. Estos fragmentos
se utilizan como marcadores de peso mole-
cular¿ ...



1 23456789 10
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FIGURA 10. MAPA FISICO DE LOS FAGOS LAMBDA cI857

b515 b519 xis6 S7, LAMBDA prhal y LAMB-
DA prha2 RESPECTIVAMENTE.

En el esquema se muestra la localiza-
ción de las dianas de restricción

BamHI, EcoRI, HindIII y. Kpn dentro del

genoma de los tres fagos antes mencio-
nados.

Con trazo fino se representa el DNA
perteneciente al genoma del fago y con

trazo grueso se representa el DNA cío-
nado perteneciente al genoma de E.coli.
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3.2 AISLAMIENTO A PARTIR DEL FAGO RECOMBINANTE LAMBDA

prha2 DE UN FRAGMENTO DE DNA GENOMICO CORRESPON-

DIENTE AL LOCUS rha DE E. COLI

El tratamiento con las endonucleasas de restricción

Kpnl, EcoRI, BamHI*y HindIII del DNA de los fagos lambda
prhal y lambda prha2no genera ningún fragmento que perte-

nezca únicamente al genoma de J£. coli (figura 10 )• Para
ello fué necesario la localización de nuevas dianas de

restricción en los fragmentos de DNA genómico clonados.
Sin embargo, este objetivo era dificil de conseguir si
se abordaba directamente sobre el DNA de los fagos lambda
prhal y lambda prha2, dada la complejidad de interpreta-
ción de los múltiples fragmentos generados por el trata-

miento con algunas endonucleasas de restricción cuando
el DNA genómico se halla insertado en el DNA del fago.

3.2.1 CONSTRUCCION DEL PLASMIDO pJBl CONTENIENDO UN FRAG-
MENTO EcoRI- EcoRI DEL FAGO LAMBDA prha2

Para proceder al estudio detallado del fragmento de
DNA genómico de E.coli clonado en los fagos recombinantes,
se procedió a subclonar el fragmento EcoRI de 6,6 Kb del

fago lambda prha2 en el. plasmido' pUC18. Con este fin se

procedió a digerir una alicuota del DNA del fago lambda
prha2 y del plásmido pUC18 con el enzima EcoRI.

Tras comprobar por electroforesis en gel de agarosa

al 0,7% que las digestiones eran completas, se procedió
a la inactivación del enzima EcoRI por calentamiento de
las muestras a 65QC durante 10 minutos. A continuación

se incubaron 10.5 g del DNA del fago con 0.15 g del vec-
tor en presencia de DNA ligasa de T^ (2 unidades).

Posteriormente se procedió a transformar células com-

petentes de la cepa JM109 según la metodología descrita
en el apartado 2.15.1.2 y a seleccionar las bacterias
conteniendo los plásmidos recombinantes en placas de
LB-amp-X-gal-IPTG.
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De los 20 transformantes obtenidos, seis eran incapa¬

ces de hidrolizar X-gal y dos fueron seleccionados para

su posterior caracterización. Tras proceder a la obten-
ción de su DNA según el método descrito en el apartado
2.16.1, se analizó su tamaño molecular mediante electro-

foresis en gel de agarosa al 0,7% identificándose dos

plásmidos que presentaban un tamaño mayor. Su digestión
con EcoRI, permitió determinar que uno de ellos, al que

se denominó pJBl, contenía el fragmento EcoRI de 6,6 Kb
de DNA genómico antes citado.

3.'2.2 MAPA DE RESTRICCION DEL PLASMIDO pJBl

El plásmido pJBl obtenido según se describe en el apar-

tado anterior, posee el fragmento de 6,6 Kb de DNA foráneo,
del cual 1,3 Kb corresponde al DNA del fago lambda y 5,3
Kb al DNA de E.coli. (figura 11).

Con el fin de localizar otras dianas de restricción

dentro del fragmento clonado, se procedió a digerir alí-
cuotas del plásmido pJBl con distintos enzimas de restric-
ción ( ver tabla 5 ).

La diferencia entre las dianas totales en pJBl y las
pertenecientes a pUC18 y al fragmento de DNA de lambda
insertado permitió determinar las dianas pertenecientes
al fragmento de DNA de E.coli insertado en pJBl, así se

hallaron 4 dianas Bgll, 2 dianas pstl, 2 dianas Pvul y 1
diana PvuII. No se hallaron dianas para BglII, SacI, Salí,
Xbal y Xhol.

La localización exacta de las dianas de restricción

Pstl, Pvul, PvuII y Bgll en el fragmento de DNA clonado,
se determinó con la ayuda de digestiones dobles con dis-
tintos enzimas de restricción según se detallan a conti-
nuación:

-PvuII + BamHI

-Pvul + BamHI

-Pvul + HindIII
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FIGURA 11. MAPA FISICO DEL PLASMIDO pJBl.
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-PstI + BamHI

-PstI + HindIII

-Bgll + HindIII
-Bgll + Pvul

En la figura 12 se muestran los resultados en alguna
de las digestiones realizadas. Pueden estimarse así los
tamaños de los fragmentos obtenidos en cada caso, utili-
zando como marcadores los fragmentos resultantes de la

digestión de DNA del fago lambda por la doble digestión
EcoRI- Hind III (carril F) y los fragmentos generados

por la digestión del pBR322 con Hinfl (carril G). La in-
tegración de la información obtenida con los tamaños de
los fragmentos generados en la serie de digestiones se-

ñaladas anteriormente permiten identificar las dianas de
restricción Pvul, PstI, PvuII y Bgll pertenecientes al
DNA de E.coli clonado y cuya localización se muestra en

la figura

3.2.3 OBTENCION DE UN FRAGMENTO ESPECIFICO DEL PLASMIDO

pJBl PARA SU UTILIZACION COMO SONDA

El mapa de restricción que se muestra en la figura
nos indica la localización de dianas de restricción que

permiten el aislamiento de fragmentos específicos perte-
necientes al genoma de E.coli. El análisis de esta infor-
mación permitió determinar como adecuadas para la obten-
ción del fragmento especifico, las dianas Pvul y Bgll
así, se procedió a digerir alícuotas de DNA del plásmi-
do pJB2 con los enzimas Pvul y Bgll. Los fragmentos ge-

nerados se separaron por electroforesis en gel de agaro-

sa de bajo punto de fusión y se procedió a la purifica-
ción, mediante el método de CETAB (ver apartado 2.8.2.)
de los fragmentos Bgll de 2,2 y 1,6 Kb. Se comprobó su

pureza por electroforesis en gel de agarosa al 0,7%
( figura 13 ) .
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FIGURA 12. ANALISIS ELECTR0F0RETIC0 EN GEL DE

AGAROSA AL 1,5% DE LOS PRODUCTOS DE

DIGESTION DEL PLASMIDO pJBl CON DI-
FERENTES ENZIMAS DE RESTRICCION.

Cada carril muestra el resultado de

las digestiones, según se indica a

continuación:

A) PvuII

B) PvuII + BaraHI

C) Pvul

D) Pvul + BamHI

E) Pvul + HindIII

H) PstI

I) PstI + BamHI

J) PstI + HindIII

Asi mismo en el carril F se muestran

los fargmentos generados por diges-
tión del DNA del fago lambda con los
enzimas EcoRI + HindIII y en el ca-

rril E los fragmentos generados por

digestión del pBR 322 con el enzima
HinfI.
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FIGURA 13. ANALISIS DE LA HOMOGENEIDAD DE VA-

RIOS FRAGMENTOS CON POSIBILIDAD DE

SER UTILIZADOS COMO SONDA.

La imagen muestra la electroforesis
en gel de agarosa al 0,7% para el

Bgll de 2,2 Kb (1), el DNA del plás-
mido pJBl digerido con Bgll (2),el
fragmento Bgll de 1,6 Kb (3), el DNA
del plásmido pJBl digerido con Pvul
(4) y el fragmento Pvul de 4,4 Kb
(5).
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El fragmento Bgll de 2,2 Kb se seleccionó posterior-
mente para su utilización como sonda ya que es el más
próximo al locus att y se trataba de un fragmento que con

mayor probabilidad contenía secuencias del operón rha.

El fragmento Bgll de 2,2 Kb prviamente purificado, fuá
marcado radioactivamente por la técnica de "nicle transía-
„ . „ 32tion con P- <*dATP (Apartado 2.9) y se utilizó como son-

da en localización de fragmentos genómicos homólogos a la
misma.
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3.3 MAPA FISICO DE UNA REGION CONTENIENDO PARTE DEL

OPERON rha

3.3.1 LOCALIZACION DE DIANAS EcoRI Y BamHI MEDIANTE ANA-

LISIS DE FRAGMENTOS GENOMICOS CON HOMOLOGIA A SE-

CUENCIAS DEL OPERON rha

Para poder localizar nuevas dianas de restricción adya-
centes al fragmento genómico clonado, se procedió a dige-
rir alícuotas de DNA de E.coli con los enzimas de restric-

ción EcoRI, BamHI, Bgll y Pvul. Los fragmentos generados
se separaron por electroforesis en geles de agarosa al
0,7%, utilizándose como marcador de peso molecular los

fragmentos generados por digestión del DNA del fago lamb-
da con el enzima HindIII. (figura 14).

Seguidamente se procedió a la transferencia de los
fragmentos generados a un filtro de nitrocelulosa, según
el método descrito en el apartado 2.10.

Tras hibridar el DNA retenido en el filtro con la son-

da marcada radioactivamente, según se describe en el apar-

tado 2.9, se lavó (apartado 2.11), se secó a temperatura

ambiente y se contactó, durante 16 horas a -702C con una

película autorradiográfica del tipo RP- X7 (MAFE), utili-
zando una pantalla intensificadora Micron R.

El revelado de la película, mostró la distribución de
las bandas de hibridación que se muestran en la figura 15,

permitiendo evidenciar la existencia de los siguientes

fragmentos homologos: en la digestión con EcoRI, un frag-
mentó de 6,6 Kb; en la digestión con BamHI un fragmento
de 6,6 Kb; en la digestión con Bgll un fragmento de 2,2 Kb
que corresponde a la sonda y en la digestión con Pvul un

fragmento de 4,8 Kb que comprende parte de la sonda.
El conocimiento de mapa de restricción del plásmido

pJBl y del tamaño molecular de los fragmentos genómicos
homólogos al fragmento Bgll de 2,2 Kb permitió localizar
dos nuevas dianas de restricción que se muestran en la

figura 16 • Una diana EcoRI que se situaría a 6,6 Kb y



144

FIGURA 14. DIGESTION DEL DNA DE E.COLI CON DI-

VERSOS ENZIMAS DE RESTRICCION.

La imagen muestra la separación elec.
troforética de los fragmentos gene-

rados por digestión del DNA de E.coli
con: EcoRI (2), BamHI (3), Bgll (4)
y Pvul (5)..
El carril número 1 muestra la distri-

bución de bandas obtenidas por diges-
tión del DNA del fago lambda con el
enzima HindIII.
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FIGURA 15. ANALISIS DE LOS FRAGMENTOS GENOMICOS

DE E.COLI HOMOLOGOS AL FRAGMENTO Bgll
DE 2,2 Kb UTILIZADO COMO SONDA.

La imagen muestra las bandas de hibri-
dación de la sonda Bgll de 2,2 Kb con

los fragmentos que se muestran en la

separación electroforática de la figu-
ra 14, después de su transferencia a

papel de nitrocelulosa.
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FIGURA 16. EXTENSION DEL MAPA FISICO DE LA RE-

GION CLONADA EN EL PLASMIDO pJBl.

El esquema muestra el mapa físico
ampliado con las dianas de restric-
ción EcoRI y BamHI adyacentes a la

región clonada en el plásmido pJBl.
Así mismo, se muestra la localización
de una serie de inserciones del trans-

posón Tn5 que llevan al fenotipo Rha .
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y una diana BamHI situada a 8,6 Kb con respecto a la dia¬

na EcoRI ya conocida.

3.3.2 VERIFICACION MEDIANTE ANALISIS GENOMICOS DE QUE LA
REGION CLONADA CORRESPONDE AL OPERON rha

Durante el proceso de clonación del operón de la ramno-

sa en E.coli, se planteó la posibilidad de obtener mutan-

tes de inserción seleccionados por el fenotipo Rha- a fin
de poderlos utilizar en experimentos que permitiesen la

comprobación e identificación de que el segmento de DNA
clonado pertenecía al operón de la ramnosa.

Así se obtuvieron un grupo de mutantes por inserción
del transposón Tn5 en el genoma de E.coli. Este transpo-

són que tiene un tamaño de 5,7 Kb, confiere resistencia
a los antibióticos kanamicina y neomicina. Posee una se-

cuencia central única de 2,4 Kb flanqueada por dos secuen-

cias repetidas e invertidas de 1,45 Kb (53,54). Una de

estas secuencias externas, codifica para proteinas que

intervien en la movilidad de este transposón (transposa-
sas), mientras que las secuencias localizadas en el otro

extremo, contienen el promotor que permite la expresión
del gen que codifica para la resistencia a kanamicina
(55,56), que está localizado en el fragmento central. El
transposón posee además una única diana BamHI localizada
en la parte central del transposón y que divide al mismo
en dos fragmentos prácticamente del mismo tamaño (figura
1? ). Esta diana fuá de gran utilidad en la localización

de las inserciones del transposón dentro del genoma de
E. coli.

Los mutantes Rha" obtenidos por inserción del tranpo-
són Tn5 fueron seleccionados por crecimiento en placas
de medio MacConkey conteniendo ramnosa (10 mM) y kanami-
ciña (20 jug/ml). Se aislaron 80 colonias blancas en este
medio, por tanto incapaces de fermentar el azúcar y su-

puestamente Rha-.
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FIGURA 17. MAPA FISICO DEL TRANSPOSON Tn5.
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Con el fin de eliminar mutantes auxotróficos para al-

gún aminoácido o vitamina se resembraron en placas de
LB-km y posteriormente se hicieron replicas sobre placas
de medio mínimo conteniendo glucosa, glicerol o ramnosa.

Así, de los 80 clones analizados, 52 presentaron final-
mente el fenotipo Rha
en glucosa y glicerol.

Seguidamente se procedió a la obtención del DNA genómi-
co de 8 de los mutantes de inserción según el método des-
crito en el aparatdo 2.5.1.

Alícuotas de los DNAs obtenidos se sometieron al trata-

miento con la endonucleasa de restricción BamHI y los frag-
mentos obtenidos se separaron mediante electroforesis en

un gel de agarosa al 0,7%. Como marcadores de peso molecu-
lar se utilizaron los fragmentos generados por digestión
del DNA del fago lambda con el enzima HindIII y con el
EcoRI + HindIII.

Tras la transferencia a un filtro de nitrocelulosa, hi-

bridación del DNA fijado al mismo con la sonda radioacti-
va correspondiente al fragmento Bgll de 2,2 Kb (apartado
2.9) , y posterior revelado autorradiográfico se observo
el modelo de las bandas mostrado en la figura 18. Asi, la
localización de una nueva diana BamHI correspondiente al

transposón permitió localizar el lugar de su inserción.Por
otra parte la presencia de dos bandas de hibridación co-

rrespondía a una inserción en el fragmento usado como son-

da que quedaba dividido en dos subfragmentos por efecto
de la diana BamHI aportada con la inserción del transpo-

son.

conservando la capacidad de crecer

Así, la evidencia de que el fragmento clonado pertene-

cía al locus rha era doble. Por una parte la localización
en el frag-de las inserciones de Tn5 con fenotipo Rha

mentó clonado. Eh:otra experiencia encaminada a la identi-
ficación del locus rha en nuestro fragmento clonado se

utilizó DNA de la cepa DF903 que posee una delección rha-
pfkA. La digestión con BamHI, su posterior transferencia
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FIGURA 18. ANALISIS DE LOS FRAGMENTOS GENOMICOS

DE MUTANTES DE INSERCION Rha~ HOMOLO-

GOS AL FRAGMENTO Bgll DE 2,2 Kb UTILI-
ZADO COMO SONDA.

La imagen muestra las bandas de hibri-
dación con la sonda Bgll de 2,2 Kb con

los fragmentos generados trás diges-
tión con el enzima BamHI del DNA de

los mutantes: JA110 (1), JA111 (2),
JA112 (3), JAI13 (4),JAI14 (6),JA115

(7) y JA116 (8), y posterior transfe-
rencia a papel de nitrocelulosa.
En el carril 5 se muestra la ausencia

de hibridación en el caso de la diges-
tión de la cepa DF903, "que se caracteri-

za por poseer delecionado el locus rha.en

el carril 9 y 10 se muestra la débil
hibridación inespecifica con el DNA
del fago lambda digerido con el enzi-
ma HindIII y EcoRI + HindIII respecti-
vamente.
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a filtro de nitrocelulosa y su posterior hibridación con

la sonda,mostraron una ausencia total de señales de hibri-
dación, (figura 18).
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3.4. PREPARACION DE UNA GENOTECA PARCIAL BamHI DE E.COLI

EN EL BACTERIOFAGO LAMBDA L47.1.

El bacteriófago Lambda es en la actualidad el vector de

clonaje más utilizado» merced al desarrollo del sistema de

empaquetamiento _in vitro que aumenta enormemente la efi-
ciencia de recuperación de las moléculas recombinantes (77,
145) y a la facilidad de detección de los fagos recombi-
nantes mediante técnicas de hibridación de ácidos nuclei-

eos ( 16 ) .

En nuestro caso y con el fin de poder aislar del genoma

de E.coli un fragmento BamHI de 6,6 kb con secuencias ho-

mólogas al fragmento Bgll de 2,2 kb, se procedió a la ob-
tención de una genoteca en el bacteriófago Lambda L47.1.

Para ellolO /*g del DNA de E. coli (cepa 1) se sometie-
ron a digestión total con BamHI (20 u.). Los fragmentos ge-

nerados fueron separados por electroforesis en un gel de a-

garosa de bajo punto de fusión y a continuación se proce-

dió a la purificación de los fragmentos de tamaño compren-

dido entre 5 y 8 kb, según el método descrito en el apar-

tado 2.8.2.

Paralelamente se digerieron 5 ^g del DNA del fago Lamb-
da L47.1 con BamHI. La digestión del DNA del fago con «s-

te enzima genera tres fragmentos. Los dos de mayor tamaño

que se denominan brazos del vector, se caracterizan por

poseer en sus extremos secuencias eos que intervienen en

la circularización del DNA del fago durante el proceso de
infección. El fragmento de menor tamaño es en este caso el
que puede ser reemplazado por DNA foráneo en procesos de
clonación.

Los brazos del vector fueron purificados mediante téc-
nicas de electroelución en papel de DEAE-celulosa (apar-
tado 2.8.1.).

Seguidamente se procedió a la ligación de 2,5 /¿g del
DNA de los brazos del vector con 1,25 Jkg de fragmentos de
DNA genómico mediante la utilización de DNA ligasa de
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(4 U.) en un volumen de reacción de 20 ^luL y con el tampón
de ligación detallado en el apartado 2.14.

La mezcla de ligación fuá empaquetada in vitro median-
te la utilización de extractos de empaquetamiento^prepara-
dos según se indica en el apartado 2.12.2. obteniéndose un

rendimiento a partir de los 20 JaJL de la mezcla de ligación
y en nuestras condiciones, de 7200 p.f.u. La cepa utiliza-
da como huésped fué la C600.
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3.5. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE CLONES DE LA GENOTECA

CONTENIENDO SECUENCIAS DEL OPERON rha.

El método utilizado para identificación de clones recom-

binantes requiere la unión a filtros de nitrocelulosa del
DNA fágico presente en las placas de lisis, obtenidas al
infectar las células huésped con los fagos de la genoteca,

según describen Benton y Davis (Í6 ). En la actualidad se

han desarrollado métodos más sensibles en la detección de

clones recombinantes, por crecimiento de la cepa infectada
en el mismo filtro de nitrocelulosa, sin embargo este mé-
todo no se ha generalizado ya que el posterior aislamiento
de los clones se ve dificultado por la realización de ré-
plicas sobre placas de medio rico ( 18).

Para la selección de los clones recombinantes se proce-

dió a la infección de un cultivo de la cepa de E.coli C600
con una dilución adecuada del lisado fágico y a su creci-
miento en placas de LB. Se sembró un total de 15 placas con

una densidad de 200 y 400 p.f.u. por placa. Tras realizar
las réplicas correspondientes en filtros de nitrocelulosa,

según se indica en el apartado 2.13,
bridación con el fragmento Bgll de 2,2 kb marcado con

Las señales positivas se detectaron mediante la técnica
de autorradiografía indirecta descrita en el apartado 2.23.
Así fué posible la localización y aislamiento de 25 clones
que contenian secuencias homologas a la sonda radioactiva
utilizada.

Durante el tiempo trans-currido hasta el aislamiento de
los clones, las placas que contenian las partículas fágicas,
se guardaron selladas con parafilm a 4QC.

Seguidamente y con objeto de verificar que los clones
aislados contenian el inserto esperado, se procedió a la
obtención a pequeña escala del DNA de seis de ellos
se sometió después al tratamiento con la endonucleasa de
restricción BamHI. Se comprobó así, mediante electrofore-
sis en gel de agarosa al 0,7% que todos ellos contenian

se procedió a la hi-
32•^P.

que
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un fragmento BamHI de 6,6 kb.
La confirmación de que este fragmento BamHI de 6,6 kb

contenía secuencias homologas a la sonda Bgll de 2,2 kb
se consiguió mediante su análisis por la técnica de "Sou-
thern blot”.

Los fragmentos generados por digestión del DNA de los

fagos recombinantes con BamHI fueron separados en un gel
de agarosa al 0,7% y transferidos a un filtro de nitroce-
lulosa. Tras hibridar con la sonda Bgll de 2,2 kb, se com-

probó que la única banda con radioactividad correspondia
al inserto genómico de 6,6 kb.

Uno de estos fagos recombinantes al que se denominó
lambda prha3, fué utilizado en posteriores estudios.
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3.6. CONSTRUCCION DEL PLASMIDO pJB2 POR SUBCLONAJE DEL

INSERTO BamHI DEL FAGO LAMBA prha3 EN EL PLASMIDO

pUC18.

Para la construcción del plásmido pJB2 se procedió a di-

gerir una alícuota del DNA del fago recombinante lambda

prha3 con BamHI. Los fragmentos generados fueron separados
por electroforesis en un gel de agarosa al 0,7% y se ais-
ló el DNA correspondiente al fragmento,mediante el método
de electroelución en papel de DEAE-celulosa ( apartado
2.8.1.).

Una alícuota del DNA obtenido fué analizado mediante e-

lectroforesis en gel de agarosa con un doble propósito:
por una parte,comprobar su pureza y por otra poder cuan-

tificar su concentración que resultó ser de 0,15
Como vector en el subclonaje de fragmentos genómicos

insertados en el fago lambda L47.1 se utilizó el plásmi-
do pUC18, linearizado por digestión con el enzima BamHI.

El subclonaje se llevó a cabo por mezcla de 0,6 /¿g del
fragmento purificado con 0,2 /^g del plásmido pUC18, ini-
ciándose la ligación de los mismos por adición de DNA li-

gasa de T^ (4 U.) en un volumen de reacción de 20 ^/ul. Las
condiciones de ligación fueron las descritas en el apar-

tado 2.14. (fig. 19).
La mezcla de ligación fué utilizada para la transforma-

ción de la cepa JM109 que se había hecho competente por el
método del Rb/CaC^ (apartado 2.15.1.2.). Para ello 10jul
de la mezcla de ligación se utilizaron para transformar
200 jui de suspensión de células competentes. El shoch tér-
mico se realizó transfiriendo las células de 0QC a 37QC y

se mantuvieron a dicha temperatura durante 5 minutos. Inme-
diatamente después se adicionaron 0,8 mi de LB y se incu-
bó una hora a 37SC con el fin de que las células transfor-
madas pudieran expresar el gen que codifica para la resis-
tencia a al ampieilina (fig 19). Los clones recombinantes
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FIGURA 19. PROCESO DE OBTENCION DEL PLASMIDO

pJB2.

Por razones de orden práctico se

utilizan tres escalas diferentes

que se muestran por trazos indica-
dores en cada una de las zonas del

esquema.
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se seleccionaron sobre placas de LB conteniendo X-gal,
IPTG y ampicilina a las concentraciones indicadas en el

apartado 2.14.
Tras incubar a 37QC durante 16 horas se obtuvieron 228

colonias de las cuales 197 fueron azules y por tanto no

recombinantes y 31 fueron blancas y correspondian a posi-
bles clones recombinantes. De los 31 posibles clones re-

combinantes se tomaron 4 al azar par.proceder a la prepa-

ración de su DNA plasmídico, que fué posteriormente dige-
rido con el enzima BamHI.

Tras analizar los fragmentos obtenidos por electrofo-
resis en geles de agarosa al 0,7%,uno de los cuatro plás-
midos como plásmido a seleccionar por ser el que contenía
el fragmento genóraico BamHI de 6,6 kb y al que se denomi-
nó pJB2.

El plásmido pJB2 fué caracterizado mediante análisis
por los enzimas de restricción BamHI, EcoRI y PstI y los
datos obtenidos estaban de acuerdo con los correspondien-
tes al plásmido pJBl y a los análisis genómicos.
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3.7. OBTENCION Y ANALISIS DE NUEVOS CLONES CON SECUENCIAS

FLANQUEANTES A LAS PREVIAMENTE CLONADAS.

Experimentos de complementación de mutantes puntuales
con el plásmido pJB2, permitieron constatar que no se ha-
bía clonado todo el operón de la ramnosa (ver apartado 3.11).
Por este motivo se procedió a clonar un nuevo fragmento de
DNA genómico que con toda probabilidad contuviera el res-

to de los genes del operón rha. Para abordar este objetivo
se debía disponer de una nueva sonda que permitiera la lo-
calización de nuevas dianas de restricción en el DNA geno-

mico, adyacentes a las previamente caracterizadas, así co-

mo la selección de clones recombinantes a partir
nueva genoteca.

Para la preparación de la sonda se obtuvo DNA del plás-
mido pJB2, según el método descrito en el apartado 2.16.1.

La digestión de dicho plásmido con las endonucleasas de
restricción BamHI y EcoRI generó tres fragmentos de 4,6,
2,6 y 2 kb, de los cuales el de 4,6 kb y el de 2 kb corres-

ponden al DNA clonado.

El fragmento EcoRI-BamHI de 2 kb y que corresponde a la

de una

región más distal de la zona clonada fué purificado por el
método del CETAB (apartado 2.8.2.). El fragmento fue sub-

3^P por "Nicksiguientemente marcado radioactivamente con

translation” según el método descrito en el apartado 2.9.
Así se obtuvo una segunda sonda que fué utilizada en una

serie de experimentos que se indican a continuación.
Para la localización de nuevas dianas de restricción en

el DNA genómico, se procedió a digerir alícuotas de DNA ob-
tenido a partir de cepa 1 con los enzimas de restricción
BamHI, EcoRI, HindIII y PstI.

Los fragmentos generados se separaron por electrofore-
sis en un gel de agarosa al 0,7% y se transfirieron a un
filtro de nitrocelulosa (apartado 2.10.).

A continuación se hibridó con la sonda EcoRI—BamHI de
2 kb y tras revelado autorradiográfico se obtuvo la dis—
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tribución de bandas mostrado en la figura 20 . A partir
del tamaño de las bandas de hibridación indicativas de los

tamños de los fragmentos generados en las diferentes di-

gestiones se pudieron localizar una diana EcoRI y otra

PstI situadas a 15 kb y 20 kb respectivamente de la diana
EcoRI existente en el plásmido pJB2.

La localización de estas dianas permitió la construc-

ción de una nueva genoteca parcial por digestión del DNA
de E.coli y del DNA del bacteriófago lambda L47.1 con el
enzima EcoRI.

Para ello se procedió a digerir una alícuota del DNA de

cepa 1 con EcoRI. Los fragmentos generados se separaron

por electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de fu-
sión. Los de tamaño superior a 8 kb fueron purificados por

el método del CETAB, según se describe en el apartado 2.8.2.
El objeto de esta purificación fué el obtener una genote-

ca en la que los fagos recombinantes hubieran incorporado
un único fragmento del DNA genómico ya que la unión de dos
de ellos, con una alta probabilidad, superaría la capaci-
dad de empaquetamiento del vector que resulta ser de apro-

ximadamente 18 kb.

Paralelamente se procedió a digerir una alícuota del
DNA del fago lambda L47.1 con el enzima EcoRI. La diges-
tión del DNA del bacteriófago lambda L47.1 con este enzi-
ma genera tres fragmentos de: 21,7 , 11,3 y 7,6 kb respec-

tivamente. Los fragmentos de 21,7 y 7,6 kb son los denomi-
nados brazos del vector y son esenciales para el ciclo lí-
tico del fago, mientras que el de 11,3 kb puede ser sus-

tituido por DNA foráneo.
Así, después de separar los brazos del vector por elec-

troforesis en gel de agarosa de bajo punto de fusión al
0,7%, se procedió a purificar los brazos del vector porel
método del CETAB (apartado 2.8.2.). Debido a que la pre-

paración obtenida presentaba contaminación con el frag-
mentó de 11,3 kb, qu en el desarrollo electroforético que-

daba localizado entre los 2 brazos del vector, se proce-
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FIGURA 20. ANALISIS DE LOS FRAGMENTOS GENOMICOS

DE E.COLI HOMOLOGOS AL FRAGMENTO EcoRI

BamHI de 2 Kb UTILIZADO COMO SONDA.

La imagen muestra las bandas de hibri-
dación de la sonda de 2 Kb con los frag-
mentos generados tras digestión del DNA
separación electroforática y transieren-
cia a papel de nitrocelulosa; utilizan-
do para la restricción los enzimas
BamHI (1),EcoRI (2), PstI (3) y HindlE

(4).
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dió a un.nuevo proceso de purificación; esta vez mediante
la utilización de técnicas de electroelución en papel de
DEAE-celulosa (apartado 2.8.1.)*

Para la construcción de la genoteca se mezclaron 1,5¿ug
de los brazos del vector con 0,75 /*■% de los fragmentos ge-

nómicos, que fueron ligados covalentemente en un volumen
de 20 /.d con DNA ligasa de (4 U.) según las condiciones
detalladas en apartado 2.14.

Seguidamente las moléculas de DNA recombinantes fueron

empaquetados in vitro (apartado 2.12.1.) obteniéndose a par-

tir de los 20 yX de mezcla de ligación y en nuestras con-
diciones, un rendimiento de 5500 p.f.u.

El aislamiento de los clones se realizó tal y como se

detalla en el apartado 3.5., con la única diferencia de

que la sonda radioactiva utilizada en este caso fué el frag-
mentó Eco RI-BamHI de 2 kb obtenido a partir del plásmi-
do pJB2.

Se identificaron más de 100 clones que contenian secuen-

cias homologas a la sonda utilizada. De ellos se seleccio-
naron cuatro al azar y se procedió a la obtención de su

DNA (ver apartado 2.6.4.) y a la digestión del mismo con

el enzima EcoRI. Se separaron los fragmentos de DNA por e-

lectroforesis en gel de agarosa al 0,7% y se evidenció en

todos ellos la presencia de unfragmento de 15 kb. De entre

todos ellos se seleccionó uno al que se denominó lambdapr_ha4.
Seguidamente se preparó a gran escala el DNA del fago

lambda prha4y se procedió al subclonaje del inserto EcoRI
de 15kb en el plásmido pUC18. Para ello una alícuota del
DNA del fago se digirió con EcoRI y el inserto de 15 kb
fué purificado por el método del CETAB (apartado 2.8.2.).
Paralelamente una alícuota del DNA del plásmido pUC18 fué
también digerido con EcoRI.

La ligación se realizó en las condiciones detalladas en

el apartado 2.14. por adición de DNA ligasa de (4 U.)
a una mezcla de reacción (20 ) que contenía 0,2 de
plásmido y 1 del DNA del fragmento de 15 kb.
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Células competentes de la cepa JM109,preparadas según
el método del Rb/CaC^ (apartado 2.15.1.2.),se transfor-
marón con 10 yX de la mezcla de ligación. Los transfor-
mantés fueron seleccionados sobre placas de LB, ampicili-

na, X-gal e IPTG. Se obtuvieron 160 transformantes de los

cuales sólo 14 eran capaces de expresar en presencia de
inductor el gen de la (£-galactosidasa. Se escogieron 4 de
ellos al azar, de los cuales se obtuvo DNA plasmídico a

pequeña escala (apartado 2.16.2.) y se procedió a la di-

gestión de los mismos con la endonucleasa de restricción
EcoRI. Del análisis de los fragmentos generados se identi-
ficó un clon que poseía el inserto de 15 kb, y al que se

denominó pJB3 y que fué utilizado en posteriores estudios.
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3.8. CONSTRUCCION DE UNA COLECCION DE PLASMIDOS CONTE-

NIENDO SECUENCIAS QUE ABARCAN LA TOTALIDAD DE LA

REGION CLONADA.

Antes de proceder a la obtención de nuevos plásmidos se

realizó un estudio detallado de los plásmidos pJB2 y pJB3
con el fin de poder conocer la orientación de los fragmen-
tos genómicos clonados con respecto al resto de dianas pre-

sentes en el "polylinker" del plásmido pUC18.
Como ya se ha descrito con anterioridad, el plásmido

pJB2 se caracteriza por poseer un fragmento genómico de
E.coli BamHI de 6,6 kb. Dentro de este fragmento se había
identificado la presencia de una única diana EcoRI en una

posición que divide al inserto en dos fragmentos distin-
tos y que se ha utilizado como punto de referencia para o-

rientar dicho fragmento en el plásmido recombinante pJB2.
Tras digerir una alícuota del plásmido pJB2 con el en-

zima EcoRI y separar los fragmentos generados por elec-
troforesis en gel de agarosa al 0,7%, se observaron dos

fragmentos de un tamaño molecular de 7,2 y 2 kb réspecti-
vamente. El tamaño de estos fragmentos sólo es compatible
con la orientación del fragmento clonado tal y como se

indica en la figura 21' .

Así mismo, se procedió a estudiar el plásmido pJB3 que

posee insertado un fragmento del genoma de E.coli de 15 kb
dentro del "polylinker" del plásmido pUC18 y cuyo aisla-
miento se describe en el apartado 3.7. Para determinar la
orientación relativa del inserto dentro del vector fuá

de gran utilidad la detección de nuevas dianas de restric-
ción en el fragmento clonado. La localización de estas dia-
ñas fuá posible a partir de los datos obtenidos tras dige-
rir el plásmido recombinante pJB3 con los siguientes enzi-
mas de restricción:

1) Salí

2) EcoRI

3) HindIII
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FIGURA 21. MAPA FISICO DEL PLASMIDO pJB3.

El esquema muestra en mapa de restric-
ción del plásmido, en trazo fino, y del

fragmento genómico, en trazo grueso. Las
zonas correspondientes al"polilinker",se
muestran ampliadas fuera del circulo.
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4) BamHI

5) SalI-HindIII

6) HindIII-EcoRI

7) SalI-BamHI

8) BamHI-EcoRI

9) BamHI-HindIII
En al figura 21 se muestra el mapa de restricción del

inserto del plásmido pJB3 para los enzimas EcoRI, HindIII

y Salí, así como la orientación de dicho inserto con res-

pecto al vector.

La obtención del plásmido pJB2.1 a partir del plásmido
pJB2 fué posible gracias a la presencia de dos dianas EcoRI,
una perteneciente al "polylinker" del vector y otra dentro
del fragmento clonado (figura \22). Ello permitió la elimi-
nación de un fragmento de 2 kb por digestión del plásmido
pJB2 con EcoRI y posterior recircularización del fragmen-
to de 7,2 kb resultante.

Para ello se procedió a digerir una alícuota del plás-
mido pJB2 con el enzima EcoRI. Una alícuota del mismo, con-

teniendo 90 ng del DNA digerido, fué incubado en presen-

cia de tampón de ligación (apartado 2.14.) y de DNA liga-
sa de (2 U.) y en un volumen final de 20 /¿il.

1 de la mezcla de ligación se utilizó para la trans-
formación de una suspensión de células competentes de la

cepa JM109. Los transformantes se selecciionaron en placas
de LB-Amp y a continuación se procedió a la obtención de
DNA plasmídico ( apartado 2.16.2.) de seis de los trans-

formantes tomados al azar y posterior digestión de los mis-
mos con el enzima EcoRI. Todos los transformantes analiza-

dos resultaron ser plásmidos recombinantes que habían per-

dido el fragmento EcoRI de 2 kb. Uno de estos recombinan-
tes, al que se denominó pJB2.1, fué utilizado en estudios
posteriores.

El plásmido pJB3 se utilizó para preparar una serie de
nuevos plásmidos conteniendo distintas secuencias del frag-
mentó genómico EcoRI de 15 kb ( figura 23 ). Uno de ellos,

10
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FIGURA 22. ESQUEMA DE LA CONSTRUCCION DEL PLASMI-

DO pJB2.1

La figura muestra el proceso de diges-
tión y ligación que genera el plásmido
pJB2.1 a partir del plásmido pJB2.
La figura muestra los mapas de restric-
ción de los plásmidos recombinantes

pJB2 y pJB2.1.
Los fragmentos de DNA del plásmido se

representan en trazo fino, y los del
DNA genómico, en trazo grueso.Las zo-

ñas correspondientes al "polilinker"
se muestran ampliadas fueradel circulo.
B corresponde a una diana BamHI,E a

EcoRI, H a HindIII y P a PstI
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FIGURA 23. OBTENCION A PARTIR DEL PLASMIDO PJB3,

DE LOS PLASMIDOS pJB3.1 DE LOS PLAS-
MIDOS pJB3.1, pJB3.2, pJB3.2.2 y

pJB3.2.1.

El esquema m uestra los mapas de res-

tricción del plasmido pJB3 y sus deri-
vados. B corresponde a una diana BamHI,
E a EcoRI, H a HindIII y S a Salí.
Así mismo, se detalla el proceso de

digestión, purificación y ligación de
los distintos fragmentos
trucción de los plásmidos que se indi-
can. Con doble trazo, se representa el

DNA perteneciente al genoma de E. coli
y con trazo simple el DNA pertenecien-
te al plasmido.

para la cons-
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al que se denominó pJB3.1, se obtuvo tras digerir el plás-
mido pJB3 con el enzima HindIII y posterior recirculariza-
ción del mismo. La estrategia seguida es similar a la se-

guida para la obtención del plásmido pJB2.1 y que ha sido

detallada anteriormente en este mismo apartado.
Otro subclón derivado del plásmido pJB3 es el pJB3.2

que contiene el fragmento BamHI de 11,4 kb presente en el
inserto genómico de 15 kb (figura 23).

Para la construcción del plásmido pJB3.2 se procedió a

la digestión de una alícuota del plásmido pJB3 con BamHI

y los fragmentos obtenidos de 1,6 , 4,6 y 11,4 kb fueron

separados por electroforesis en un gel de agarosa al 0,7%
y el fragmento de 11,4 kb fué purificado mediante electro-
elución en papel de DEAE-celulosa (apartado 2.8.1.). A con-

tinuación 0,5 g del DNA del fragmento BamHI de 11,4 kb
fué mezclado con 0,15 g del plásmido "Bluescript", también
digerido con BamHI, siendo incubados en presencia de DNA

ligasa de (2 U.), en un volumen final de 20 1 y en las
condiciones descritas en el apartado 2.14. Una alícuota de
10 1 de la mezcla de ligación se utilizó par transformar
una suspensión de células competentes de la cepa JM109 y

los transformantes fueron seleccionados por incubación a

37QC sobre placas de LB, ampicilina, X-gal e IPTG. De los
422 transformantes obtenidos 47 correspondian a colonias

blancas, de las cuales se analizaron ocho seleccionadas

al azar. Tras preparar el DNA de estos clones a pequeña
escala (apartado 2.16.2.) se procedió a su digestión con

el enzima BamHI y se comprobó que sólo uno de ellos con-

tenia el inserto de 11,4 kb. Este clon, al que denominamos

pJB3.2 fué utilizado para posteriores estudios.
El estudio del plásmido pJB3.2 con las endonucleasas de

restricción Salí y HindIII permitió conocer la orientación
del fragmento clonado con respecto a las dianas del "poly-
linker" del vector. Con esta información se procedió a la
construcción de dos nuevos plásraidos derivados del plás-
mido pJB3.2. Uno de ellos, al que denominamos pJB3.2.1, se
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obtuvo tras digestión del plásmido pJB3.2 con Salí y pos-

terior recircularización del DNA resultante con DNA liga-
sa de T^. El otro, denominado pJB3.2.2, se obtuvo por eli-
minación de de un fragmento HindIII de 9,7 kb tras digerir
el plásmido pJB3.2 con el enzima HindIII y posterior re-

circularización con DNA ligasa de .

En ambos casos se siguió la metodología descrita en es-

te mismo apartado para la construcción del plásmido pJB2.1.

Experimentos de complementación de mutantes puntuales
Rha con los diferentes plásmidos recombinantes obtenidos

permitieron acotar la región del genoma que codificaba pa-

ra los diferentes enzimas que intervienen en el metabolis-
mo de la ramnosa. Los resultados obtenidos pusieron clara-
mente.de manifiesto que ninguno de los plásmidos estudia-
dos contenía la información necesaria para complemetar la
totalidad de los mutantes puntuales Rha .(Para el análi-
sis de complementación ver apartado 3.9.). Consecuentemen-
te se procedió a la construcción de un nuevo plásmido re-

combinante que fuera capaz de complementar la totalidad
de dichos mutantes. La construcción de dicho plásmido, al

que denominamos pJB4,se realizó de acuerdo con el esque-

ma que se indica en la figura 24. Para ello se procedió
a digerir una alícuota del plásmido pJB2 con los enzimas
de restricción BamHI y EcoRI. Esta digestión generó tres

fragmentos de 4,6 , 2,6 y 2 kb respectivamente. El frag-
mentó de 4,6 kb fuá purificado mediante electroelución en

papel de DEAE-celulosa ( apartado 2.8.1.) para su poste-
rior utilización.

Paralelamente se procedió a digerir una alícuota del
plásmido pJB3.1 con los enzimas de restricción EcoRI y

HindIII. Se generaron dos fragmentos de 5,3 y 2,6 kb res-

pectivamente, de los cuales el de 5,3 kb fuá igualmente
purificado para su posterior utilización.

A continuación 90 ng del fragmento BamHÍ-EcoRI deriva-
do del plásmido pJB2 fueron mezclados con 100 ng del frag-
mentó EcoRI-HindIII, derivado del plásmido pJB3.1, y uni-
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FIGURA 24. OBTENCION, A PARTIR DE LOS PLASMI-
DOS pJB2 Y pJB3.1, DEL PLASMIDO

p JB4.

El esquema muestra el mapa de res-

tricción de los plasmidos pJB2,

pJB3.1 y pJB4. Así mismo,
el proceso de digestión, purifica-
ción y ligación de los distintos

fragmentos para la constucción del

plásmido pJB4 que contiene todo el

operón rha♦
El DNA genómico se representa por

trazo lleno cuando el fragmento per-

tenece al plásmido pJB2 y por doble
trazo vacío cuando pertenece al pías-
mido pJB3.1. El DNA del plásmido se

representa por trazo simple.

detalla
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dos covalentemente por adición de DNA ligasa de (2 U.)
y en condiciones de ligación detalladas en el apartado
2.14. '

Una vez realizada la ligación de los fragmentos genómi-
una alícuota de 10 jjX de esa mezcla de ligación fuáeos,

adicionada de 50 ng de pBR322 digerido con BamHI-HindIII

y se incubó en un volumen final de 20 j.,1 en presencia de
DNA ligasa de ( 2 U.).
naron en placas de LB-Amp. La recircularización del vec-

tor sobre si mismo no era posible como consecuencia de
no poseer extremos complementarios, se trataba pues de un

proceso de ligación digerido en la que los plásmidos ob-
sólo podian ser dímeros del pBR322 o bien del

plásmido recombinante deseado.

Se obtuvieron 28 transformantes de los cuales se ana-

lizaron, por digestión simultanea del DNA plasmídico con

los enzimas EcoRI y HindIII, siendo todos ellos plásmidos
recombinantes que pseían un inserto BamHI-HindIII de 10 kb.
Se seleccionó uno de ellos al que se denominó pJB4.

Por último se procedió, a partir del plásmido pJB4, a

de dos nuevos plásmidos denominados pJB4.1

Los transformantes se seleccio-

tenidos

la obtención

y pJB4.2 (figura 25 ).
Los plásmidos pJB4.1 y pJB4.2 se obtuvieron por sub-

clonaje de los fragmentos generados por digestión del plás-
mido pJB4 con los enzimas de restricción Salí y PstI en

los vectores de clonaje pUC18 y "Bluescript" respectiva-
mente.

El procedimiento seguido en este caso fuá el mismo que

el utilizado en la obtención del plásmido pJB3.2 y que ha
sido detallado con anterioridad en este mismo apartado.

En la figura
de DNA genómico que cubren total o parcialmente los genes
del operón de la rha. Todos ellos se hallan insertados en

plásmidos, y como puede observarse, se corresponden con

regiones varias del citado operón rha.

26 se muestran los distintos fragmentos
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FIGURA 25. OBTENCION, A PARTIR DEL PLASMIDO pJB4,
DE LOS PLASMIDOS pJB4.2 Y pJB4.1.

El esquema muestra los mapas de restric-
ción del plásmido pJB4 y sus derivados.
B corresponde a una diana BamHI, E a

EcoRI, H a HindIII, P a PstI y S a Salí.
Así mismo, se detallan el proceso de

digestión, purificación y ligación de
los distintos fragmentos para la cons-

trucción de los plásmidos que se indican.
Con doble trazo, se representa el DNA

perteneciente al genoma de E.coli y con

trazo simple el DNA perteneciente al

plásmido.
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FIGURA 26. CONJUNTO DE PLASMIDOS RECOMBINANTES

OBTENIDOS EN EL PRESENTE TRABAJO.

La figura muestra el mapa de restric-
ción del fragmento clonado, con la

disposición relativa de los diferen-
tes fragmentos genómicos generados
en la construcción del conjunto de

plásmidos que cubren la totalidad o

fragciones del locus rha.
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3.9 COMPLEMENTACION DE MUTANTES PUNTUALES EN EL OPERON

rha CON LOS PLASMIDOS RECOMBINANTES

Estudios de complementación de mutantes puntuales con

los plásmidos recombinantes obtenidos, han permitido es-

tablecer la localización relativa de los genes dentro del

fragmento genómico clonado.
Así se han utilizado diversos mutantes: la cepa deno-

minada Frag 1, que se caracteriza por poseer una mutación
en el gen rha C (que codifica para los elementos de con-

trol) o en el gen rha A (que codifica para el enzima L-
ramnosa isomerasa, se trata de un mutante de E.coli inca-

paz de crecer en ramnosa como única fuente de carbono y

energía,si bien la presencia de la misma en otros medios
de cultivo no afecta el crecimiento de dicha cepa.

Otro mutante utilizado es la cepa AT 753, cuya muta-

ción afecta al gen de la quinasa (rha B), si bien parece

tratarse en este caso de un mutante polar puesto que po-

see niveles de actividad isomerasa muy bajos, con lo que

se produce una menor sintesis de L- ramnulosa (metabolito
formado a partir de ramnosa, por acción de la ramnosa iso-

merasa). Lo que por otra parte concuerda con una excreción
de ramnulosa menor de lo que cabría esperar en un mutante

defectivo en ramnulosa kinasa.

Otro de los mutantes de E.coli utilizado, ha sido la

cepa Rha D 62 que presenta una mutación en el gen rha D
que codifica la sintesis del enzima ramnulosa-l-fosfato
aldolasa. Este mutante no sólo es incapaz de crecer en

ramnosa como única fuente de carbono y energía, sino que

está descrito que los mutantes en el gen rha D, cuando
crecen en otro medio de cultivo en presencia de ramnosa

se intoxican por la acumulación de ramnulosa-l-fosfato,
no detectándose prácticamente crecimiento. (117)

Así mismo, se utilizó la cepa DF903 que se caracteriza

por poseer una delección que va desde p f kA a rha. Por
tanto no puede crecer en ramnosa cuando esta se utiliza
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como única fuente de carbono, sin embargo no se ve afee-
tado su crecimiento por la presencia de ramnosa cuando
crece en otras fuentes de carbono.

Para proceder a estudios de complementación de los
mutantes Rha fué necesario la transformación de las di-

ferentes cepas citadas en este apartado con cada uno de
los plásmidos recombinantes que queríamos estudiar^ según
la metodología descrita en el apartado 2.15.L.2

Los transformantes obtenidos fueron estudiados por su

capacidad de crecer en ramnosa como única fuente de car-

bono y energía. Así se procedió a sembrar 6 clones inde-

pendientes procedentes de cada transformación, en placas
de LB-Amp. Se incubaron durante 5 -6 horas a 37QC y des-

pués se procedió a realizar replicas en placas de ramnosa,

glucosa y LB-Amp. Estas placas fueron más tarde incubadas
a 37eC hasta un máximo de tres dias. Cabe mencionar que

las placas de ramnosa y glucosa fueron suplementadas con

los requerimientos nutricionales inherentes a cada cepa.

, se detallan los plásmidos recombi-
utilizados, así como los re-

En la tabla 6

nantes y los mutantes Rha
sultados obtenidos en la complementación de dichos mutan-

tes con cada uno de los plásmidos utilizados,Puede obser-
varse como los plásmidos pJB2 y pJB2.1 complementan las

cepas Fragl y AT753; incomprensiblemente pJB2.1 comple-
menta mejor que pJB2. Por otra parte, pJB3, pJB3.1. pJB3.2
y pJB3.2.2 complementan la cepa rhaD62. Por otra parte
el plásmido pJB4, obtenido a partir de pJB3 y pJB2.1 com-

plementa todos los mutantes puntuales Rha ensayados.
La utilización de plásmidos conteniendo subfragmentos

de los anteriores permite acotar mejor la distribución
y orden de los genes como se verá en el apartado de dis-
cusión. Ninguno de los plásmidos obtenidos es capaz de
complementar la cepa DF903 que presenta una delección
desde rha hasta pf kA.
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3.10 EXPRESION DE PLASMIDOS RECOMBINANTES EN MAXICELULAS

En este apartado se aborda el estudio molecular de los

productos de expresión de los plasmidos recombinantes pJB2.1
pJB3.1,pJB4.2, así como el del plasmido pUC18.

Normalmente cuando se ha clonado un fragmento de DNA en

vectores fágicos o plasmidicos, interesa estudiar los pro-

ductos proteicos que son codificados por dicho DNA. Para ello
se han utilizado numerosas técnicas como son :inmunoprecipi-
tación de productos de expresión de plasmidos en minicelulas p

maxicélulas (47,146), infección de células irradiadas con luz
U. V/con fagos (146), expresión selectiva de genes plasmidi-
eos por tratamiento con cloranfenicol (109), etc.

Para estudiar los productos de expresión de los plasmidos
recombinantes pJB2, pJB3.1 y pJB4.2 se ha utilizado la téc-
nica de maxicélulas por dos motivos, uno por su gran simpli-
cidad y otro porque es mucho más segura y produce resultados
más fiables que otros métodos utilizados para la expresión
de plásmidos.

Las maxice^lulas son mutantes de E. coli que han sufrido
la degradación de su DNA cromosómico por tratamiento con pe-

quenas dosis de irradiación de luz U.V, mientras que las mo-

leculas plasmxdicas sobreviven en su citoplasma.
Para la obtención de maxicélulas, se utilizan mutantes

recA, phr o bien mutantes que sólo conteníande E.coli uvr

la mutación recA por ser sensibles a la irradiación con luz
U.V. Los mutantes uvr, recA, phr necesitan una menor sosis

de irradiación para la degradaciónde su DNA y una vez irra-
diadas, no pueden reparar el daño sufrido en su DNA por pro-

cesos de fotoreactivación, como sucede en los mutantes recA.
Sin embargo, debido a que poseen un tiempo de du#plicación
excesivamente largo y son difíciles de mantener viables, se

eligió para su utilización en la expresión de los plasmidos
recombinantes pJB2, pJB3.1, pJB4.2 y pUC18 la cepa C600recA.
Para ello se procedió a transformar una suspensión de celu-
las competentes de la cepa C600recA con una alícuota de ca-
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da uno de los plásmidos anteriormente citados. Los trans-

formantes/seleccionados por crecimiento en placas de LB-

Amp< se utilizaron para el estudio de los productos de ex-

presión, siguiendo la metodología descrita en el apartado
2.18.

La irradiación se realizó mediante la utilización de

una lampara de luz U.V de 254 nm situada a 50 cm de altu-

ra de la superficie a irradiar y con una potencia de 15
watios. Para cuantificar los minutos que era necesario
irradiar el cultivo de células que contenían el pla'smido,
se procedió a un experimento piloto, en el que se hizo
crecer la cepa CóOOrecA en las condiciones que se descri-
ben en el apartado 2.18, hasta una absorbancia de 0,5 a

450 nm. Seguidamente, 12 mi del cultivo se transfirieron
estérilmente a una placa petri y se procedió a su irradia-
ción separando alícuotas de 1 mi del mismo a diferentes

tiempos de irradiación.
Se procedió después, a recoger las células por centri-

fugación, se lavaron con SM y se resuspendieron en 0,5 mi
de un medio mínimo sin sulfato, adicionando 50 yu-g de fos-
fomicina. Más tarde, se adicionaron 3 jUL de la mezcla de
aminoácidos detallada en el apartado 2.18 y se incubó a

37eC durante 1 hora, al cabo de la cual se adicionaron

35s-25 jJZi de
37QC. Posteriormente se llevó la metionina a una concen-

tración final 160 mM y se incubaron 5 minutos a 37eC. Se

procedió a filtrar las diferentes alícuotas, que contenían
células en suspensión irradiadas a distintos tiempos, a

través de filtros Millipore de 0,45 jan. Se lavaron los fil-
tros con 5 mi de SM y se introdujeron en viales a los que

posteriormente se adicionó 10 mi de la solución de Bray

) preparada según se detalla en el apartado 2.18 y se

procedió a determinar el número de cuentas incorporadas

por los 0,5 mi de cada alícuota de suspensión celular.
Así se pudo observar que después de 2 minutos y 30 según-
dos de irradiación no se incorporaba prácticamente radio—
actividad y que ésta era lamisma incluso después de irra-

metionina, volviéndose a incubar 1 hora a

(
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.

diar 10 minutos (figura27). Por eso, el tiempo de irra-
diación en las condiciones anteriormente citadas, fué en

todos los casos de 2 minutos 30 segundos. Los productos

S y sometidos a su sepa-

ración mediante técnicas electroforáticas en geles de po-

liacrilamida SDS al 10% (apartado 2.17.2).

Después de someter el gel a técnicas fluorográficas (
(apartado 2.20), se pudo detectar el patrón de bandas que

se muestran en la figura28 y 29 • El tamaño molecular de
las mismas pudo determinarse mediante la utilización de
marcadores de peso molecular conocido y que fueron desa-
rrollados paralelamente en el gel de electroforesis con

las muestras analizadas.

En la tabla 7 se detalla el número y tamaño de los polipep-
tidos detectados en la expresión génica de los diferentes

plasmidos en presencia y ausencia de ramnosa.

El plasmido pJB2.1 en ausencia de inductor, produjo la

expresión de dos proteinas de 24.000 y 29.000 daltons y

en presencia de inductor, sorprendentemente, sólo produjo
la expresión de la proteina de 24.000 daltons. El plasmido

pJB3.1 expresa constitutivamente, además de las proteinas

carácteristicas del pUC18, cuatro proteinas de peso mole-
cular 33.000, 53.000, 61.000 y 62.000 daltons respectiva-

mente.

expresados fueron marcados con

El plásmido pJB4.2 expresa en ausencia de inductor, tres

proteínas de 24.000, 29.000 y 34.000 daltons, y en presen-

cia de inductor expresa además de la de 24.000, otra de
53.000 daltons, por lo que en este plásmido la expresión
se ve modificada por la presencia de ramnosa en el medio
de cultivo.
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35
FIGURA 27. CINETICA DE INCORPORACION DE S-METIO-

NINA EN CELULAS C600 recA IRRADIADAS

CON LUZ ULTRAVIOLETA.

35
Se muestra la incorporación de
metionina en función del tiempo de irra-
diación en las condiciones descritas en

el texto.

S-
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FIGURA 28. AUTORRADIOGRAFIA DE LA SEPARACION

ELECTROFORETICA DE LOS PRODUCTOS DE

EXPRESION DE LOS PLASMIDOS pJB2, pJB3.1

y pUC18.

El tamaño de los productos de expre-

sión se determinaron por comparación
con marcadores de peso molecular. En
los diferentes carriles, se muestran

los resultados obtenidos expresando
los distintos plásmidos en las condi-
ciones que se indican:

1) Productos de expresión del plasmi-
do pUC18 en caseína; 2) Productos de

expresión del plásmido pUC18 en hidro-
lizado de caseína+10 mM ramnosa;3)
Productos de expresión del plásmido
pJB3.1 en caseína; 4) Productos de ex-

presión del plásmido pJB3.1 en caseína+
10 mM ramnosa 5) Productos de expre-

sión del plásmido pJB3.2 en caseína
6)Productos de expresión del plásmido
pJB2 en caseína +10mM ramnosa.

Como marcadores de peso molecular se

utilizó: Miosina (205.000 )
sidasa (116.000)
Albúmina bovina (66.000) Albúmina de huevo

(45.000) y anhidrasa carbónica (2.9.000)
expresado en kilodaltons.

-galacto-

.fosforilasa b (97.400)



<
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FIGURA 29. AUTORRADIOGRAFIA DE LA SEPARACION

ELECTROFORETICA DE LOS PRODUCTOS DE

EXPRESION DE LOS PLASMIDOS pJB3.1 Y

pJB4.2.

El tamaño de los productos, de expre-

sión se determinaron por comparación
con los marcadores de peso molecular
detallados en la figura 28. En los di-
ferentes carriles se muestran los re-

sultados obtenidos expresando los dis-
tintos plásmidos en las condiciones

que se indican:

1) Productos de expresión del plasmido

pJB4.2 en hidrolizado de caseína.
2) Productos de expresión del plásmi-
do pJB4.2 en hidrolizado de caseína +

10 mM ramnosa.

3) Productos de expresión del plasmi-
do pJB3.1 en hidrolizado de caseína +

10 mM ramnosa.
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3.11. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD L-RAMNOSA ISOMERASA

EN MUTANTES Rha TRANSFORMADOS CON DIVERSOS PLAS-

MIDOS.

Puesto que no se disponía de una cepa de E.coli Rha-
cuya mutación pudiese ser asignada a los genes rhaAo rhaC
y ante la imposibilidad de determinar fenotipicamente so-

bre cual de estos dos genes tenía la mutación la cepa Fragl
se creyó conveniente abordar el estudio de la actividad

de la enzima L-ramnosa isomerasa en extractos celulares

obtenidos de mutantes puntuales Rha- (cepas Fragl, AT753,
RhaD62) previamente transformadas con plásmidos recombi-
nantes que contenían parte del locus rha y que se detellan
en la tabla

La actividad de este enzima se determinó por cuantifi-
cación de la ramnulosa formada por acción de dicho enzima

sobre la ramnosa, mediante el método colorimétrico descri-

to por Dishe y Borenfreud ( 9 ). Este método se basa en la
reactividad que presentan las metil pentosas (como la ram-

nosa) en presencia de cisteina, ácido sulfúrico y carbazol
que conduce a la formación de un compuesto coloreado que

presenta un máximo de absorción a 560 nm.

En la tabla 8 se detallan las actividades específicas
de los transformantes analizados, especificando en cada
caso la cepa utilizada y el plásmido con el que ha sido

transformado.

Los resultados obtenidos demuestran que todos los mu-

tantes Rha analizados , transformados con el plásmido
pJB3.1 presentan niveles de actividad L-ramnosa isomerasa
del orden de 5-10 veces superior a la determinada en ce-

pa 1 , por crecimiento en presencia y ausencia de ramnosa.

Las cepas Fragl, AT753 transformadas con el plásmido pJB2.1
y la cepa RaD62 transformada con los plásmidos pJB3.2 y

pJB3.2.2 presentan niveles de actividad próximos a cepa 1
cuando su crecimiento se ha realizado en presencia de ram-

nosa y carecen de ella cuando han crecido en ausencia de
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ramnosa. Los mutantes Rha analizados, transformados con

el plásmido pJB4 presentan niveles de actividad dos ve-

ces superior a cepa 1, por crecimiento en presencia de
ramnosa y carecen de la misma cuando el crecimiento se

ha realizado en ausencia de ramnosa. En todos los demás

transformantes analizados no se observaron diferencias

significativas, siendo en todos los casos prácticamente
cero a excepción de los transformantes obtenidos a partir
de la cepa RaD62 que presentan la misma actividad que la

cepa progenitora.
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3.12 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD L-RAMNOSA PERMEASA EN

MUTANTES Rha TRANSFORMADOS CON DIFERENTES PLASMIDOS.

La actividad L- ramnosa permeasa se determinó en mutan-

tes puntuales rha previamente caracterizados como rhaC

rhaB o rhaD y que habían sido transformados con diver —

sos plásmidos recombinantes que contenían parte del locus
rha.

Así mismo, se procedió al estudio de dicha actividad en

la cepa DF903, que posee una delección que va desde pfkA
a rha, previamente transformada con los plásmidos pJB2.1,
pJB3 y pJB4.

La actividad se determinó según el protocolo descrito
en el apartado 2.4.2.2, utilizando ramnosa marcada radio-

Se utilizó una concentración de ramno-

sa 0,2 ^tunoles/ml y una radioactividad específica de 0,8
^(xCi/yAmol. La actividad se expresa en nanomoles de ramnosa

14c.activamente con

incorporada por minuto y por miligramo de proteína. Para
o

ello se supuso que 10 células corresponden a una proteína
de 220 Esta relación se estableció gracias a estudios

preliminares realizados en nuestro laboratorio con la cepa

de E.coli (cepa 1), en el que se correlacionó el número de

células con la concentración de proteínas en

se detallan , las actividades L- ramnosa

permeasa determinadas en células previamente inducidas
por la presencia en el medio de cultivo de 10 mM ramnosa.

Cuando las mismas cepas crecieron en medio mínimo que con-

tenía hidrolizado de caseína al 0,5%, no se observó acti-

vidad L- ramnosa permeasa en ninguna de ellas, por lo que

no se detallan en la tabla. 9

Se detecta de este modo, la entrada de ramnosa en aque-

/*g (125).
En la tabla

líos mutantes rha que han sido transformados con plasmi-
dos recombinantes que contenían el gen capaz de complemen-

estudiada.tar la mutación propia de cada cepa rha
Por otra parte, cabe destacar una mayor actividad L-

ramnosa permeasa cuando la cepa RaD62 es transformada con
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el plásmido pJB3 que cuando es transformada con el plásmi-
do pJB3.1, no detectándose por otra parte, actividad per-

measa en ningún transformante de la cepa DF903 estudiado.



4. DISCUSION.
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4.1 PREPARACION DE UNA SONDA GENOMICA PARA EL CLONAJE Y

ESTUDIO DEL OPERON rha

Uno de los aspectos básicos para la clonación del ope-

rón de la ramnosa ha sido el poder disponer de un fragmen-
to de DNA de E.coli perteneciente al locus rha que ha sido
utilizado como sonda para el análisis de distintas genote-

cas, obtenidas tras digestión del DNA de E.coli (cepa 1)
con los enzimas de restricción adecuados y utilizando como

vector de clonación el bacteriófago XL47.1.
Para la obtención de dicha sonda genómica se utilizó la

cepa ET1248, que se caracteriza por poseer insertado en el
locus rha el fago lambda cI857 b515 b519 xisam Sam7. Este

profago que puede ser fácilmente inducido por un incremen-
to de temperatura de 32 a 42 QC, ha sido ampliamente uti-

lizado en el estudio genético de varios operones.

En nuestro caso y en un primer intento para detectar

aquellos fagos inducidos que habían incorporado DNA del ge-

noma de E.coli, se utilizó la selección fundamentada en el

genotipo Peí , que se basa en la diferente eficiencia de

plaqueo del bacteriófago lambda en función del tamaño de
su genoma.(106,107)

Así es conocido que el fago lambda cI857 b515 b519 xis
am Sam7 que acum. la múltiples delecciones que disminuyen
su genoma a un tamaño de 44 Kb, muestra una eficiencia de

plaqueo extraordinariamente baja cuando se utilizan cepas

de E.coli adecuadas. Un aumento en el tamaño del genoma de
dicho fago como consecuencia de una escisión aberrante del
mismo, implica un incremento paralelo en la eficiencia de
plaqueo, de tal forma que los fagos recombinantes podrían
ser detectados fácilmente. Sin embargo, y utilizando la ce-

pa JM2222, que se caracteriza por poseer el genotipo Peí
necesario en la selección de fagos recombinantes en función
de su tamaño, no fuimos capaces de detectar ningún fago re-

combinante tras la inducción del profago en la cepa ET1248
(apartado 3.12)



192

Alternativamente se procedió a la selección de los fagos
recombinantes por su fenotipo Spi basado en la capacidad
de infección de cepas lisogénicas para el bacteriófago P2,
en este caso, se aislaron diversos fagos que al ser anali-
zados se observó que habían perdido los genes red y gam si-
tuados entre el locus att y el gen el a la vez que habían
incorporado DNA del genoma de E.coli.

Dos de estos fagos ( \prhal y Aprha2) que han sido ca-

racterizados con detalle en el presente trabajo, habían in-

corporado fragmentos genómicos de por lo menos 6,8 y 7,6 Kb

presentando un genoma de 46,8 y 48 Kb respectivamente (a-
partado 2.13).

El hecho de que la selección mediante el fenotipo Peí
no diera resultados positivos, puede atribuirse tanto al
hecho de que el tamaño del genoma de los fagos recombinan-
tes si bien mayor que le del fago lambda cI857 b515 b519
xis am Sam7 no fuera lo suficientemente grande , o bien a

que las placas de lisis de los fagos recombinantes sobre
la cepa JM2222 fueran de tamaño muy pequeño y pasaran des-

apercibidas (107). Tras el análisis detallado de los fagos
lambda prhal y lambda prha2, se constató que contenían frag-
mentos de DNA genómicos de E.coli adyacentes al punto de
inserción del bacteriófago lambda cI857 b515 b519 xis am

Sam7 en el genoma de E.coli. Sin embargo las evidencias de
que los fragmentos clonados correspondían al locus rha, se

apoyaban únicamente en los datos genéticos que argumentaban
la inserción de dicho fago en algún lugar del operón rha
(116). Con el objetivo de confirmar que los fragmentos ge-

nómicos clonados contenían secuencias pertenecientes al
locus rha. se procedió a análisis genómicos de distintos
mutantes de inserción del transposón Tn5 seleccionados por

su fenotipo Rha”. Dichos resultados demostraron claramente
que la mayor parte de las inserciones podían ser detectadas
utilizando el fragmento Bgll de 2,2 Kb (apartado 3.3.2).
Ello confirmaba por una parte, que el DNA clonado contenía
secuencias pertenecientes al locus rha y por otra parte,

.que la sonda Bgll de 2,2 Kb podía ser utilizada en los aná-
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lisis de las genotecas de E.coli para el aislamiento de cío-
nes conteniendo la totalidad del operón rha. Además, el ana-

lisis genómico de la cepa DF903
rha- pfkA

tró una ausencia total de señales de hibridación, evidencian-

do de nuevo que el fragmento Bgll de 2,2 Kb pertenecía al
locus rha.

Cabe mencionar que dos de las inserciones de Tn5, no han

ya que los datos obtenidos de

los análisis genéticos permiten una doble interpretación,
una de ellas implicaría la inserción dentro del fragmento
BamHI de 6,6-Kb del trañspbsón Tn5. Otra posibilidad es que

la inserción estuviera situada fuera del mismo y en una po-

sición no determinada, ya que el análisis genómico de estos

mutantes permitió detectar un fragmento homólogo a la son-

da de idéntico tamaño que el fragmento BamHI de 6,6 Kb•

que posee una delección
con la sonda Bgll anteriormente mencionada, mos-

sido localizadas con certeza
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4.2 CONSTRUCCION DE GENOTECAS DE E.COLI Y AISLAMIENTO DE

CLONES CORRESPONDIENTES AL OPERON rha

Todas las genotecasobtenidas durante el desarrollo del pre-

sente trabajo, han sido construidas utilizando el bacterio-

fago lambda L47.1 (102). Este fago presenta las ventajas de
poder ser utilizado con los enzimas de restricción BamHI,
EcoRI y HindIII, presentando en todos los casos una capaci-
dad de clonaje entre 4 y 20 Kb. Además en el caso de clona-

je utilizando el enzima BamHI los fagos recombinantes pueden
ya que la sus-ser seleccionados mediante el fenotipo Spi

titución del fragmento central por DNA genómico da lugar a

la perdida de los genes red y gam (apartado 3.1.2.).
De los datos obtenidos a partir de los análisis median-

te blots genómicos del DNA de E.coli con distintos enzimas
de restricción se seleccionó el enzima BamHI para la cons-

trucción de la primera genoteca.

Este enzima generaba un fragmento de restricción de 6,6
Kb que potencialmente podía contener la totalidad del ope-

rón rha y cuyo tamaño permitía su clonación en el bacterio-
fago lambda L47.1.

Una vez clonado y caracterizado el fragmento genómico
BamHI de 6,6 Kb (apartado 3.3.1) se comprobó que este clon

complementaba fenotipicamente la totalidad de mutantes pun-

tuales Rha de que disponíamos, a excepción de los mutantes
en el gen rhaD que codifica para la ramnulosa-l-fosfato al-
dolasa. Estos datos sugerían claramente que no se había cío-
nado la totalidad del locus rha, lo cual planteaba la nece-

sidad de aislar nuevos clones que se extendieran más allá
de las secuencias clonadas previamente.

Antes de proceder a este nuevo propósito, fuá de gran
utilidad el contrastar nuestros datos con los obtenidos por

otros autores que habían clonado con anterioridad secuen—
cias correspondientes a genes situados próximos al operón
rha. Así Albín y Silverman (3,4) y Touati (154) habían cío-
nado y caracterizado los genes cpxA y sodArespectivamente,
localizados en el cromosoma de E.coli próximos al operón
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rha (12).
Fué interesante constatar que el mapa de restricción de

la región clonada por Albin y Silverman que contenía los ge-

nes glpK y cpxA, solapaba parcialmente la región clonada
por nosotros. Dichos autores localizaron el gen cpxA en un

fragmento EcoRI-BamHI de 2 Kb que presentaba homología con

un fragmento genómico EcoRI de 7 Kb y que con toda probabi-
lidad se corresponde con el fragmento EcoRI de 6,6 Kb iden-
tificado por nosotros y que contiene a su vez el fragmento
EcoRI-BamHI de 2 Kb. Así mismo, Touati ha localizado el gen

sodA que codifica para la subperóxido dismutasa dependien-
te de manganeso, en un fragmento EcoRI de 7 Kb, describien-
do además que dicho fragmento contiene una única diana BamHI

que lo divide en dos, con tamaños de 4,85 y 2,15 Kb, están-

do el gen sotA localizado en el subfragmento de 4,85 Kb.
Estos datos nos permiten suponer que el fragmento EcoRI-

BamHI de 2-2,15 Kb identificado por Silverman en 1984 (3,4)
y Touati en 1983 (154) se corresponde con un fragmento de
unas 2 Kb que contiene el plásmido pJBl clonado por nosotros.

Además el fragmento de 4,85 Kb identificado por Touati,
se correspondería con el subfragmento de 4,7 Kb presente en

el plásmido pJB2. Las pequeñas discrepancias en el tamaño
de los fragmentos podrían ser atribuidas a diferencias en

los métodos analiticos utilizados.

Asumiendo que la región clonada por nosotros solapaba
con las previamente clonadas por Albin y Silverman y Touati,
parecía evidente que el locus rha debería extenderse más
allá del fragmento EcoRI-BamHI de 2 Kb insertado en el plás-
mido pJB2, en dirección al minuto 87 con respecto al mapa

genómico de E.coli (12).
Utilizando el fragmento EcoRI-BamHI de 2 Kb como sonda,

para el análisis mediante blots genómicos de DNA de E.coli
condistintos enzimas de restricción, se pudo detectar la
existencia de dos fragmentos potencialmente útiles para el
clonaje del resto del operón rha.

El enzima EcoRI que generaba un fragmento homólogo de
15 Kb y que por tanto podía clonarse en el bacteriófago
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lambda L47.1, fué elegido para la construcción de la nueva

genoteca. Además este fragmento aportaría el clonaje de 13
Kb adicionales de DNA que con toda seguridad contendría el
resto de genes del locus rha ya que este operón está cons-

tituido por 5 o 6 genes. Si consideramos que es necesario

por termino medio 1-1,2 Kb de DNA para codificar una pro-

teína el operón rha se extendería sobre un fragmento de 6-
7 Kb.

El enzima HindIII pese a que generaba un fragmento de
no nos pareció apropiado por dos razones: primera

y principal era que no existía ninguna diana HindIII en la

región previamente clonada, lo cual no nos permitía deter-
minar en absoluto el número de kilobases que podríamos avan-

zar hacia el minuto 87, y por otra parte el tamaño del frag-
mentó estaba en el límite de poder ser clonado en el fago
lambda L47.1.

Ensayos de complementación con la nueva región clonada
constataron la posibilidad de complementar la mutación en

gen rhaD. Dado que en la actualidad no se han caracterizado
mutaciones rhaA, que codifica la L-ramnosa isomerasa, no ha
sido posible ensayar la capacidad de nuestros clones para

complementar fenotipicamente dichos mutantes. De cualquier
modo el hecho de que la región clonada se extendiera sobre
22 Kb de DNA genómico, permitió suponer que se había clona-
do también dicho gen rhaA, tal y como después se puso de
manifiesto.

Como consecuencia del clonaje del operón rha en dos eta-

pas no se disponía de ningún clon que contuviera la totali-
dad del operón rha. Esto nos llevó a la construcción de un

nuevo plásmido recombinante conteniendo la totalidad del
operón rha. Este plásmido recombinante denominado pJB4 con-

tiene un fragmento de DNA genómico BamHI-HindIII de 10 Kb
que es capaz de complementar todas las mutaciones puntuales
en los distintos genes del locus rha. Si bien éste plásmido
era capaz de complementar cada una de las mutaciones puntua-
les caracterizadas como rhaC, rhaB y rhaD, sorprendentemen-
te, no fué capaz de complementar una delección del operón

21 Kb,
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entero que se extiende desde rha a pfkA, hasta este momento

no ha sido posible establecer las causas de esta ausencia

de complementación. Cabe pensar sin embargo que puedan exis-

tir secuencias adicionales a los propios genes estructura-

les o a los elementos de control primarios que estén involu-
erados en la expresión de dicho operón y que no esten cío-
nados en este plásmido. En este sentido, cabe destacar el

hecho de que este plásmido pJB3 complementa más eficiente-
mente mutaciones en el gen rhaD que el plásmido pJB3.1,
esto apuntaría a que las secuencias adicionales presentes

en el plásmido pJB3 podrían favorecer la expresión de cier-
tos genes estructurales.

A partir de los datos obtenidos en los experimentos de

complementación fenotípica ha sido posible establecer la

genes rhaC y rhaB con respecto
al gen rhaD. Así se ha observado que el plásmido pJB 3.2.2
que contiene un fragmento BamHI-HindIII de 3 Kb únicamente
es capaz de complementar mutantes caracterizados como rhaD
(ramnulosa-l-fosfato aldolasa.El fragmento clonado en el
plásmido pJB3.2.2 esta localizado en posición más próxima
al minuto 87 que los fragmentos insertados en los demás plás-
midos:utilizados en los experimentos de complementación.

ordenación relativa de lo
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4.3 ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE MUTANTES Rha TRANSFORMADOS

CON DIVERSOS PLASMIDOS CONTENIENDO SECUENCIAS DEL LOCUS

Rha

Como ya se ha mencionado anteriomente no se ha dispuesto
de ningún mutante en el gen rhaA que codifica para la L-ram-
nosa isomerasa. Si bien la mayoría de actividades enzimáti-
cas codificadas por el operón rha son de dificil determina-

ción, debido principalmente a la no disponibilidad de sus-

tratos comerciales. La L-ramnosa isomerasa constituye una

excepción ya que utiliza L-ramnosa como sustrato, siendo
además su ensayo de fácil determinación.

Ello nos llevó a tratar de identificar y localizar el

gen rhaA dentro de la región clonada mediante ensayos de ac-

tividad L-ramnosa isomerasa en extractos celulares en mutan-

tes de E.coli Rha transformados , con diversos plásmidos re-

combinantes/conteniendo distintas secuencias del operón rha.
Así se ha podido determinar que el gen rhaA estaría loca-

lizado en el fragmento EcoRI-HindIII de 5,3 Kb y se exten-
dería sobre las dianas BamHI y Salí presentes en este frag-
mentó.

Es interesante destacar el hecho de que los plásmidos
que contienen el fragmento EcoRI-HindIII de 5,3 Kb parecen

expresar, constitutivamente, el gen de' la L-ramnosa isome-

rasa, lo cual dificulta la comprensión de como el mecanismo
de control positivo descrito para el operón de la ramnosa,

afectaría la expresión de dicho gen.

La medida de los niveles de la actividad isomerasa ha

permitido también, ratificar la localización de los elemen-
tos de control y del gen rhaD previamente determinado por

experimentos de complementación.
Así mismo, la determinación de la actividad L-ramnosa

permeasa en mutantes Rha- transformados con diversos plás-
midos recombinantes indicarían que el gen de la L-ramnosa
permeasa no estaría presente en el fragmento de 22 Kb cío—
nado. Sin embargo esta interpretación podría no ser corree—
ta ya que por una parte Lin y col (E.C.C.Lin, comunicación
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personal) han encontrado niveles de actividad L-ramnosa

permeasa muy bajos, comparados con los que se detectan en

el sistema de la fucosa y por otra parte por la dificultad
en distinguir, con el tipo de ensayo utilizado, transporte

a través de membrana y metabolización celular de la ramnosa.

Cabe destacar,que en todos los casos cuando se transformaba

con los plásmidos capaces de complementar fenotipicamente
la mutación,se obtenian niveles de incorporación de ramnosa

similares a los detectados en la cepa tipo salvaje (cepa 1)
, no observándose el transporte incrementado que seria de

por efecto del incremento de la dosis de los genes

expresables ,causada por las múltiples copias del plásmido
trás la transformación.

esperar
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4.4 CARACTERIZACION DE LOS PRODUCTOS DE EXPRESION DE LOS

GENES CLONADOS.

Otro de los aspectos ha sido el de identificar los pro-

ductos de expresión, codificados por la región clonada. Es-
tos estudios se han centrado sobre el fragmento BamHI-HindHI
de 10 Kb que conociamos que era capaz de complementar las
mutaciones puntuales en los genes rha ., rhaB y rhaD y que

mediante otras evidencias, habiamos determinado que contenia
el gen rhaA (apartado 3.11).
Como método de expresión, se utilizó el sistema de maxicélu-
las por su simplicidad y reproducibilidad. Intentos de expre-

sar dichos plásmidos en sistemas de minicélulas (47) fueron
descartados ya en sus fases iniciales por la laboriosidad de
las mismas y por el elevado fondo de expresión que se obte-
nia, lo cual dificultaba enormemente la detección de las pro-

teínas codificadas por los plásmidos.
La región BamHI-HindIII de 10 Kb expreso de forma clara

un conjunto de 5 a 6 polipéptidos, si bien, la asignación
de cada uno de estos productos de expresión a un gen en con-

creto no se ha podido establecer con cer

La banda correspondiente a 24.000-25.000 kilodaltons pa-

rece contener dos polipéptidos de tamaño muy similar y pro-

bablemente corresponden a las proteínas de control . Las evi-
dencias en este sentido son dos, por una parte de que su ex-

presión es constitutiva y por otra que son selectivamente
expresados por un plásmido que contiene un fragmento BamHI-
EcoRI de 4,6 Kb, caracterizado por complementar mutaciones
en el gen rhaC. Estos resultados estarían de acuerdo con los
obtenidos por Lin y col. (comunicación personal) según los
cuales la región de control estaría compuesta por dos genes
de tamaño similar, denominados rhaR y rhaS . situados en po-

sición contigua.
Un hecho curioso asociado con la expresión de las proba—

bles proteínas de control del operón rha, es que si bien no

requieren de la presencia de ramnosa para su sintesis, cuan—
do la cepa transformada con el plásmido que contiene dicha

za.
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zona se hace crecer en presencia de dicho azúcar se produce
una intensa represión del gen de la ji-lactamasa. En estos

momentos no conocemos si esta represión es específica de la
/J-lactamasa o se puede extender también a la represión de
otros genes, pudiendo ser éste un mecanismo mediante el cual
en presencia del inductor (ramnosa) se produciría una induc-
ción de la expresión de los genes del sistema de la ramnosa

a la vez que una concomitante represión de otros sistemas

genéticos.
Referente a los productos de expresión corresponden pro-

bablemente a los productos de los genes estructurales, sin

embargo es dificil asignar cada uno de ellos al producto de
un gen especifico. No obstante y de forma tentativa, estos

polipeptidos pueden atribuirse a proteinas especificas, así
el polipeptido de 33.000 Kd podría corresponder a la ramnu-

losa-l-fosfato aldolasa ya que por una parte se conoce que

la proteína nativa tiene un peso molecular de 130.000-135.000
Kd (42), lo cual concordaría con un tetramero de dicho poli-

peptido. Además, este polipeptido no se sintetiza cuando se

expresan plásmidos que carecen dei fragmento SalI-HindIII
de 2,3 Kb en el cual hemos localizado el gen rhaD.

Por otra parte, el polipeptido de 53.000 Kd podría corres-

ponder a la ramnulosa quinasa ya que su sintesis parece no

alterarse cuando se elimina el fragmento SalI-HindIII que

abarca el gen de la aldolasa y parte de la isomerasa. Estos
resultados estarían en contradicción con los experimentos de

complementación de la cepa AT753 caracterizada como rhaB.
Sin embargo, estudios realizados con esta cepa, evidenciaron
la no excreción de ramnulosa al medio de cultivo cuando ere-

cía en presencia de ramnosa, de forma contraria a lo que ocu-

rriría en mutantes rhaB (117). Este resultado , justificado
en un principio como una mutación polar del tipo descrito por

Power (117), nos llevó a pensar que este mutante descrito
inicialmente como rhaB, era realmente un mutante en la región
de control. En este sentido, cuando se utilizaba el plásmido
pJB2 para complementar el mutante AT753 se observaba un menor

crecimiento en medios con ramnosa que cuando se utilizaba el
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plásmido pJB2.1, a pesar de que los dos plásmidos contienen
el fragmento BamHI-EcoRI de 4,6 Kb en común. Estos resulta-
dos pueden explicarse asumiendo que el gen de la quinasa es-

taria situado en el fragmento EcoRI-BamHI de 2 Kb y que la
menor capacidad de crecimiento de la cepa transformada con

el plásmido pJB2 seria atribuido a una acumulación de ram-

nulosa-l-fosfato como consecuencia de una alta producción
de ramnulosa quinasa, la cual está descrito que resulta tó-
xico para E. coli (

Por exclusión el polipeptido de 61.000 Kd deberia corres-

ponderse a la ramnosa isomerasa. Cabe señalar también la
existencia de una banda débil de 6.2.000 Kd que no ha sido
atribuida a un gen determinado del sistema de la ramnosa.

).

La expresión de los polipeptidos de 33.000, 53.000 y

61.000 se ve incrementada por la presencia de ramnosa en

el medio de cultivo, si bien en condiciones de no inducción
se detecta un nivel basal de expresión bastante elevada, lo

que indicaría una expresión semiconstitutiva en ausencia de
las proteínas de control.

El papel de las proteínas reguladoras en la expresión de
los genes estructurales del operón de la ramnosa no ha sido
aún evaluado.
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4.5 INTEGRACION DE LAS INFORMACIONES OBTENIDAS EN UN MODK-LO

ACTUALIZADO DEL OPERON DE LA RAMNOSA.

Del conjunto de resultados obtenidos, ha sido posible
concluir la posición relativa de los distintos genes que

constituyen el operón de la ramnosa y que seria el siguien-
te:

MIN 88 87

rhaCGEN rhaB rhaDrhaA
rhaR rhaS

El orden de estos genes esta de acuerdo con el estable-
cido mediante análisis genéticos por Power (117) en E.coli.
El único aspecto a tener en cuenta sería el describir dos

genes reguladores (rhaR y rhaS) en lugar de un único gen

rhaC si bien dicho autor ya apuntaba hacia esta posibilidad

(apartado 1.4).
Estudios genéticos recientes realizados en Salmonella

typhimurium por Al-zarban y col. han establecido la organi-
zación genética del operón rha en dicho organismo (figura4).
Estos autores han situado el gen de la ramnosa permeasa se-

parado de los genes estructurales rhaB, rhaA y rhaD por el
gen rhaC♦ Sin embargo no se ha podido identificar y locali-
zar dicho gen dentro de la zona clonada, tal como se ha in-
dicado anteriormente. El hecho de que este gen se encuentre

situado en el fragmento BamHI-EcoRI de 4,6 Kb no parece pro-

bable, puesto que el plásmido pJB2.1 que contiene dicho
fragmento solo expresa los polipeptidos asignados a los ge-
nes de control. Sin embargo, la organización genética del
operón de la ramnosa en E.coli presenta notables similitudes
con el operón de la ramnosa de Salmonella typhimurium.

Existen diversas evidencias que apuntan hacia el hecho
de que los operones de la fucosa y la ramnosa han evolucio-
nado a partir de un ancestro común por duplicación y poste-
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rior diferenciación. Sin embargo, los estudios genéticos
realizados hasta la actualidad del operón de la fucosa po-

nen de manifiesto grandes diferencias de organización entre

dicho operón y el de la ramnosa.

Así, mientras el operón de la ramnosa tiene una estruc-

tura relativamente simple en el que los genes estructurales
están regulados por un único sistema de control, el operón
de la fucosa, tendría una estructura mucho más compleja en

la que un gen regulador coordinaría la expresión de los dis-
tintos genes estructurales organizados en cinco operones

distintos entre los que se incluiría el gen propanodiol oxi-

do-reductasa, que parece ser un gen repartido entre ambos

operones (37) .

Existen evidencias adicionales que indican un cierto gra-

do de interacción entre la expresión de los sistemas fue y

rha (98). La caracterización de ambos sistemas constituye
un excelente modelo para el estudio tanto de la regulación
de la expresión génica en procariotas como de los mecanis-

mos implicados en su evolución. Ya se ha apuntado que la
evolución común de los dos sistemas pasaría por una dupli-
cación génica tal y como se explica en el apartado 1.7 y

posterior diferenciación de los sistemas génicos correspon-

dientes a causas de presiones selectivas diferentes. En este

sentido cabe resaltar que en enterobacterias el operón fue,

probablemente, ha sido fisiológicamente más requerido que

el operón rha ya que la fucosa constituye un azúcar inte-
grante de buena parte de las glicoproteinas en animales.
Consecuentemente la degradación de determinados sistemas
celulares tales como los eritrocitos, pueden vertir canti-

dades apreciables de este azúcar al sistema digestivo, donde
se hallan las enterobacterias. No parece por otra parte que

la presencia de ramnosa en los sistemas digestivos de anima-

les, esencialmente en herbivoros, pueda tener el mismo peso

especifico.

Todo ello llevaría a una presión selectiva sobre el sis-
tema metabolico de la fucosa que habría promovido la evolu-
ción hacia un sistema más perfeccionado y más regulado que
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el sistema metabolico de la ramnosa. Esta idea sería eviden-

teniente concomitante con la perdida de determinados siste-

mas de control o incluso de un gen estructural como la pro-

panodiol oxido-reductasa en el operón rha (37).
En los últimos años se ha descrito /tambie’n, una diferencia

fundamental entre ambos sistemas metabólicos que hace refe-
rencia al control de los mismos en presencia y ausencia de

oxigeno. De nuevo el sistema de la fucosa parece mantener

una regulación aeróbica - anaeróbica más sofisticada que el
sistema de la ramnosa,con un control no solo a nivel trans-

cripcional, sino también a nivel post transcripcional (26).
Este constituye unpunto importante en la fisiología de las
células utilizando este tipo de metilpentosas, mas aún,
cuando las regulaciones por presencia o ausencia de oxigeno
son fundamentales en los procesos fermentativos que tienen

lugar en el sistema digestivo de los animales.
Conclusiones de tipo evolutivo mas definitivo pueden ob-

tenerse por la comparación de los sistemas fue y rha en bac-
terias del mismo grupo, cuyos habitats no sean exclusivamen-
te el sistema digestivo de los animales. Así, sería de inte-
res analizar y comparar la genética de estos sistemas en

especies de Klebsiella que es bien conocido que se encuen-

tran en las superficies vegetales. Así mismo, sería espe-

cialmente relevante comparar estos sistemas con los de otras

especies bacterianas no incluidas en el grupo de las entero-

bacterias.

Quisiéramos resaltar aqui, el interes que por todo lo
anteriormente dicho, tiene el análisis de estos sistemas

genéticos responsables del metabolismo de estos dos azuca-

res, ciertamente no mayoritarios en la naturaleza pero de
unas funciones bien relevantes.

Las posibles diferencias en la conservación de los dis-
tintos grupos de genes y de sus elementos reguladores pro-
bablemente permitirían, establecer conclusiones definitivas
sobre los mecanismos de evolución implicados.



5. CONCLUSIONES.
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-Se han aislado fagos de transducción especializada, que

fueron utilizados para preparar una sonda génica usada en

el aislamiento de clones,conteniendo la totalidad del ope-

rón rha.

-Se han aislado clones conteniendo fragmentos del operón
rha, a partir de genotecas de E.coli preparadas usando co-

mo vector el lago lambda L47.1.

-La identificación de genes pertenecientes al operón rha ,

en la zona clonada ,se ha llevado a cabo mediante análisis

genómicos de mutantes Rha por inserción de Tn5 y de un

muíante delecionado en el operón rha .

-La región clonada se extiende sobre 22 Kb de DNA genómico
de las cuales un fragmento BamHI-HindIII de 10 Kb parece

contener la totalidad de genes del operón rha .

-Se ha construido una colección de plásmidos conteniendo
secuencias que se solapan y se extienden sobre la totali-
dad de la zona clonada.

-Experimentos de complementación de mutantes Rha
distintos genes del operón rha, han permitido establecer
el orden relativo de los genes rhaC y rhaB con respecto
al gen rhaD.

en los

-Ensayos de actividad L-ramnosa isomerasa, en extractos

transformados con diversos

plásmidos recombinantes conteniendo secuencias del locus
rha, han permitido determinar la localización del gen
rhaA con respecto a los genes rhaC, rhaB y rhaD.

celulares de mutantes Rha

-La expresión en un sistema de maxicélulas de los plásmi-
dos recombinantes pJB2.1, pJB3.1 y pJB4.2, rinde 5 o 6
polipéptidos de pesos moleculares determinados, asignados
de forma tentativa a los productos de los genes rhaA,rhaB
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rhaD y a los genes rhaR y rhaS que constituyen los elemen-
tos de control.

-La ausencia del gen rhaCen el fragmento insertado en el

plásmido pJB3.1 lleva, por mecanismos no bien conocidos,
a la expresión semiconstitutiva de los genes estructurales
del operón de la ramnosa.

14 , -
C-ramnosa a células enteras Rha-La incorporación de

transformadas con diversos plásmidos conteniendo fragmen-
tos del operón rha, parece indicar que el gen rhaT que

codifica la L-ramnosa permeasa se hallaria fuera de la

región clonada.
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