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DESARROLLO DE UN SISTEMA DE SELECCION PARA LA ACTIVIDAD DE 

ALDOLASA 

1. RESUMEN 

Con el fin de proveer un mecanismo eficiente para estudiar proteínas con la actividad 

enzimática de la fructosa-1.6-bisfofato aldolasa (Fba), se creó la cepa de selección en E. 

coli JM101 fba·. Esta enzima es esencial en la vía glicolítica de manera que la pérdida de 

esta actividad dió como resultado una cepa incapaz de crecer en presencia de glucosa. La 

complementación homóloga con el gen silvestre permitió el crecimiento celular en diferentes 

concentraciones de glucosa y también la complementación con variantes de Fba 11 que 

tienen la actividad reducida, por lo que se vió que es posible discriminar diferentes niveles 

de actividad. Esta capacidad para identificar variantes que presentan actividad de aldolasa, 

es una característica necesaria para los trabajos de migración catalítica y de evolución 

dirigida de proteínas que se van a realizar en el laboratorio. Si se generan proteínas 

mutantes sin actividad de aldolasa, las células que lleven estas variantes no pOdrán 

sobrevivir en presencia glucosa, por el contrario aquellas proteínas que presenten la 

actividad (aunque en niveles muy bajos) serán seleccionadas directamente por la 

sobrevivencia en glucosa. 

Se debe considerar que la generación de una proteína con una nueva actividad enzimática 

es un cambio exigente y poco probable, por lo cual el sistema de selección debe rescatar 

las variantes que presenten algún nivel de actividad entre las inactivas que serán la 

)l1ayoría. 8 resultado final de este trabajo se validará en la medida en que se obtengan 

bancos de variantes, los cuales serán probados en las condiciones de selección definidas 

en este proyecto y dependiendo de los resultados, se podrán hacer modificaciones en el 

proceso de selección. 
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2. INTRODUCCION 

En la actualidad se presenta una demanda creciente para obtener nuevos biocatalizadores, 

que sean más eficientes y que puedan ser aplicados a nivel industrial. Las proteínas se 

caracterizan por' ser catalizadores muy eficientes, altamente específicos que podrían 

reemplazar a los procesos sintéticos tradicionales (poco especificos y altamente 

contaminantes). Desafortunadamente la mayoría de las proteínas naturales no pueden ser , 
empleadas en la industría porque no reunen las características necesarias (estabilidad, 

especificidad, etc) para ser usadas en las condiciones de los medios de reacción. Con 

miras al mejoramiento de sus propiedades se han desarrollado dos estrategias para 

alcanzar este objetivo: la ingeniería de proteínas y la evolución dirigida. 

2.1 Ingeniería de proteínas 

La ingeniería de proteínas se basa en la combinación de la información sobre las relaciones 

entre la secuencia, la estructura y la función de las proteínas, para diseñar cambios 

específicos (inserciones, deleciones, cambios de aminoácidos) que son necesarios para 

lograr la propiedad deseada. Estos cambios se introducen a nivel de ADN en el gen que 

codifica la proteína de interés por medio de mutagénesis dirigida (Blundell T. 1994). Se 

sustituyen uno o varios aminoácidos simultáneamente en las posiciones que se consideran 

responsables de características como afinidad por el sustrato y estabilidad entre otras, 

basados en el conocimiento previo de la proteína. Entre las características que se han 

logrado mejorar por medio de la ingeniería de proteínas están: la actividad catalítica 

(Graham et al., 1993); la termoestabilidad (Bryan et al., 1986) y la actividad en solventes 

orgánicos (Chen and Amold, 1993). 

La posibilidad de rediseñar proteínas se ve limitada por la cantidad de información de una 

determinada proteína (Harrís et al., 1998), la cual por el momento esta disponible sólo para 

una pequeña fracción de las proteínas existentes. Adicionalmente el nivel de comprensión 

de las interacciones entre aminoácidos de una proteína y su efecto sobre la función, es 

hoy en día aun muy pobre. Como alternativa a las limitaciones de la ingeniería de proteinas 

se desarrolló la evolución di rígida. 
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2.2 Evolución dirigida 

La evolución dirigida es una estrategia para modificar proteínas sin el conocimiento 

requerido en la ingenieria de proteínas, y se basa en realizar modificaciones al azar, de 

manera que se imita al proceso evolutivo natural, el cual puede generar nuevas actividades 

enzimáticas (Amold, 1998). 

La evolución dirigida de una proteína se inicia con la generación de una biblioteca de genes 

mutados a partir del gen que codifica la proteína de interés. Esto se hace a través de 

metodologías para crear díversidad molecular (Ver 2.2.1), las variantes obtenidas son 

clonadas en un vector (biblioteca de genes) y posteriormente son expresadas en un 

microorganismo hospedero donde se pueden identificar las proteínas que presentan 

características mejoradas por medio de la selección o el screening (Kuchner and 

Amold, 1997). Las proteinas que se recuperan son sometidas a un nuevo ciclo, ésto se 

repite con el fin de acumular mutaciones que son benéficas para la propiedad deseada. 

2.2.1 Métodos para la creación de diversidad molecular 

Varias metodologías han sido desarrolladas para la generación de diversidad en las 

proteínas, la cual se realiza por medio de mutaciones al azar del ADN que las codifica. 

Algunas de las metodologías son: mutagénesis química (Sweasy and Loeb, 1993); cepas 

mutadoras de E. coli (Greener et al., 1996); oligonucleótidos al azar (Black et al., 1993), 

PCR mutagénica (Cadwell and Joyce, 1992) y PCR sexual (Stemmer, 1994). Estas dos 

últimas han sido empleadas con éxito ya que presentan tazas muy altas de generación de 

mutaciones multiples al azar (Zhou et al., 1991 - Stemmer, 1994): 

- PCR mutagénica: el procedimiento normal de amplificación con la enzima Taq polimesara 

puede causar mutaciones con una frecuencia de 1 X 10" bases. Las modificaciones de la 

PCR normal reduce la fidelidad de la síntesis: ei incremento de la concentración de MgCI2 , la 

adición de MnCI2, el incremento de la concentración de la Taq polimerasa y el incremento de 

los tiempos de extensión pueden aumentar la frecuencia de mutación en un 0.66% 

(Cadwell and Joyce, 1992). De la misma forma el empleo de los deoxinucleósidos trifosfato 

en diferente proporción o la incorporación de nucleósidos análogos y la presencia de 

agentes como el Dimetil sulfóxido y el ~-mercaptoetanol pueden elevar aun más la 

frecuencia de mutación (Suzuki et al., 1997). 
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- PCR sexual "shuffling" de ONA: es un procedimiento en el cual un gen o genes con 

mutaciones puntuales son fragmentados al azar por la digestión con la enzima Dnasa 1, los 

fragmentos generados son reensamblados al tamaño normal por medio de una PCR sin 

oligos, en éste proceso se introducen nuevas mutaciones y los segmentos de AON son 

recombinados, el último paso consiste en una PCR normal con oligonucleótidos para 

obtener el gen completo. La ventaja es que la metodología permite segregar mutaciones, es 

decir que las mutaciones que no contribuyen al fenotipo no persisten (Stemmer, 1994). 

2.2.2 Identificación de variantes 

Frecuentemente uno de los factores limitantes en los métodos de evolución dirigida de 

proteínas es el establecimiento de métodos sensibles para seleccionar las variantes de 

interés, una vez que se encuentran clonadas en un vector y expresadas en un 

microorganismo. En la búsqueda de alternativas se han desarrollado metodologías para 

seleccionar por medio de la búsqueda diferencial ("screening") y de la selección 

verdadera. 

2.2.2.1 "Screening" 

El término "screening" se usa para describir procesos en los cuales las propiedades de las 

proteínas mutagenizadas de interés se buscan midiendo la característica específica de 

manera individual a cada variante generada. Es una labor intensa que puede ser usada 

para analizar bibliotecas pequeñas (Zhao and Arnold, 1997). Por ejemplo el screening 

visual ha servido para la identificación de mutantes con actividades mayores; como en las 

variantes de la Proteína verde fluorescente (Crameri et al., 1996), en el cual después de 3 

ciclos de "Shuffling" y el análisis de mü clonas, se encontró que tres cambios de residuos 

lograron incrementar la fluorescencia 45 veces con respecto a la proteína silvestre. 

2.2.2.2 Selección 

La selección verdadera es un método en el cual el microorganismo hospedero se cultiva 

bajo condiciones de crecimiento particulares, que permiten que sólo las variantes que 

expresan a la proteína con la(s) carecterística(s) deseada(s) puedan crecer en el medio de 

selección, ya que la actividad está ligada a la capacidad de la célula de crecer, así que sólo 

las que presenten algún nivel de actividad suficiente para sobrevivir, son aisladas y 

4 



------------------------~ - ----

recuperadas. Las técnicas de selección genética se han utilizado extensivamente para 

aislar por complementación, los genes expresados en hospederos cuyo correspondiente 

gen ha sido interrumpido (Fastrez, 1997). 

Por lo anterior, al diseñar un sistema de selección es necesario determinar si una función 

particular (actividad enzimática) le confiere una ventaja de crecimiento o sobrevivencia al 

microorganismo hospedero y si la actividad enzimática puede ser complementada, con la 

actividad silvestre y con niveles de actividad menores a la silvestre. 

B método de selección ofrece la ventaja de ser un método directo y económico ya que 

permite analizar un mayor número de variantes (bibliotecas de más de 106 variantes de la 

proteina). La selección para el caso de la evolución de proteinas es ventajosa, ya que la 

complementación genética provee una via rápida para identificar las clonas que poseen al 

menos algún nivel de actividad, cosa que generalmente es frecuente en aquellas proteínas 

que fueron sometidas a una alta tasa de mutagénesis (Arnold and Volkov 1999) y las 

variantes que no son de interés (las que carecen de actividad) no tienen que ser 

evaluadas como ocurre en el "screening". 

Los ejemplos de sistemas de selección que han sido desarrollados son de enzimas que 

liberan nutrientes esenciales para el crecimiento, enzimas que catalizan vias metabólicas 

criticas o enzimas que confieren resistencia a antibióticos. En ellos se han probado 

bibliotecas de genes mutantes de varias clases de enzimas, con el objetivo de mejorar 

características enzimáticas y estudiar las proteinas en cuanto a actividad enzimática, 

mecanismo catalítico y estructura. Estos son algunos ejemplos de evolución de proteinas, 

usando métodos de selección: 

- Recuperación de la actividad enzimática. La enzima triosa fosfato isomerasa es una 

enzima dimérica, la ruptura en monómeros disminuye la actividad enzimática a nivel basal. 

Sobre la secuencia del monómero se realizó PCR mutagénica y las variantes fueron 

clonadas y expresadas en la cepa de selección E. coli JM101tpr, se recuperaron 2 

mutantes con una actividad 300 veces superior a la monomérica (Juárez, 2000). 

- Selección positiva para resistencia a antibióticos. La proteina ¡3-lactamasa tiene actividad 

hidrolítica sobre varios antibióticos, entre otros contra cefotaxima, pero el nivel de actividad 

enzimática es bajo. B gen de la ~-Iactamasa se sometió a tres ciclos de "Shuffling" y dos 
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ciclos de retrocruzamiento. Se logró obtener mutantes que tenian incrementada 32,000 

veces la actividad contra cefotaxima con respecto a la proteina silvestre (Stemmer, 1994). 

- Cambiando la especificidad del sustrato. Por medio del ·shuffling" de ADN de la asparto 

amino transferasa se crearon variantes que fueron probadas en la cepa de selección de E. 

coli que no tiene activo el gen i1v (este defecto no permite la produción de isoleucina, 

leucina y valina en las células) lo cual impide el crecimiento celular en medio mfnimo en 

ausencia de estos aminoácidos. Con 4 ciclos de ·shuffling" se logró incrementar la 

actividad de la enzima para valina y 2-oxovalina en 5 órdenes de magnitud, mientras la 

actividad natural sobre aspartato se incrementó 30 veces (Yano et al., 1998) 

Las desventajas de los sistemas de selección son la falta de versatilidad y sensibilidad con 

respecto al ·screening" (que se utiliza para detectar y cuantificar varias actividades 

enzimáticas). Aunque la mayorfa de los métodos de identificación de variantes de protefnas 

modificadas (screening y selección genética) se ha realizado in vivo, se presentan algunas 

limitantes debido a que la célula constituye una unidad de selección en si misma. La 

generación de una enzima más activa podria ser desventajoso para la célula, ya que ésta 

posee un complejo sistema de señalización metabólica y mantenimiento de la homeostasis. 

La acumulación de metabolitos podrfa arriesgar la sobrevivencia de la célula (Skandalis et 

al., 1997), asf que las enzimas creadas se ajustan para responder a elementos regulatorios 

de los organismos vivos. No todas las enzimas mutantes con un incremento en la actividad 

o en la especificidad del sustrato, podrán ser seleccionadas bajos las condiciones 

naturales. Desafortunadamente el mejoramiento enzimático por múltiples mutaciones no 

puede ser fácilmente explorado en la naturaleza, a menos que las mutaciones se originen 

secuencialmente y cada sustitución resulte en un ventaja selectiva, de lo contrario el 

cambio de un aminoácido puede ser deletereo por sf mismo, aunque podrfa incrementar la 

actividad en presencia de otras mutaciones (Maynard-Smith, 1970). 

Otros problemas que originan que la selección no sea 100% efectiva son: las adaptaciones 

celulares que pueden dar falsos positivos en las condiciones de selección y un bajo nivel 

de sensibilidad lo cual impide la recuperación de las variantes de menor actividad 

enzimática. 

Las anteriores limitantes no las comparten los sistemas de selección in vitre. El sistema 

recientemente desarrollado de despliegue en fagos, es un ejemplo de ello, en el cual se 

muta el gen de interés de manera aleatoria o dirigida y el producto es clonado en un gen 

que codifica para una protefna de la capside del fago. Esto le permite a la protefna 
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mutagenizada tener un soporte para plegarse sobre el fago. Posteriormente los fagos son 

recuperados y la proteina es seleccionada por afinidad a un ligando (se unen las que 

poseen la característica de interés) (Roberts and Ja, 1999). También ha surgido la técnica 

de "screening" de alta eficiencia en los cuales se busca analizar un número considerable 

de muestras en tiempos muy cortos, para lo cual se requiere el desarrollo de ensayos 

específicos y la integración de equipos con alta sensibilidad y rápida detección (ej. técnicas 

de fluorescencia) (Koltermann et al., 1998), la limitación de esta metodología es de tipo 

económico. 

2.2.2.3 Metodologías empleadas para la generación de sistemas de selección 

por medio de deleción de genes· 

Gracias a la secuenciación de los genomas y a la tecnología del ADN recombinante es 

relativamente fácil generar deleciones de un gen o Knockout a nivel cromosomal. Sin 

embargo en E. coli las sustituciones y delecciones pueden ser difíciles de obtener 

(Hamilton et al., 1989). Dos de las metodologías más empleadas se basan en la doble 

recombinación homóloga y pueden ser empleadas para generar deleciones específicas y 

reemplazamientos genéticos: 

2.2.2.3.1 Disrupción del gen en un paso: Un marcador seleccionable se crea, cerca, 

dentro o en lugar del gen de interés. Esto puede ser hecho por medio de una simple 

inserción o acompañados de una deleción del gen o de una parte. El fragmento de ADN 

lineal que contiene el gen mutado o deletado, debe estar flanquedo por regiones homólogas 

al cromosoma. Este es transformado en el microorganismo hospedero y las transformantes 

que se recuperan en el medio acorde al marcador de selección, serán aquellas en las que 

se dió la integración del fragmento, lo cual involucra una doble recombinación de los 

extremos del fragmento lineal con el cromosoma (Fig. 1A). Este método puede llegar a ser 

ineficiente debido a la actividad de las endonucleasas que degradan el ADN transformado, 

para lo cual se han utilizado cepas deficientes en RecBCD o por medio de la utilización de 

sitos ehi sobre el ADN linear; la función de estos sitios es bloquear la degración del ADN y 

activar la doble recombinación, pero se ha visto que la simple electrotransformación puede 

mejorar los reemplazos genéticos en muchas cepas de E. coli (El Karoui et al., 1999). 

2.2.2.3.2 Disrupeión del gen en dos pasos: éste involucra la integración de un plásmido 

que tiene marcadores seleccionables y el gen mutante (construído de la misma forma que 

en un caso anterior con regiones homólogas que flaquean el gen), en el cromosoma 
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bacteriano, por un proceso de recombinación homóloga; posteriormente se da la resolución 

de los cointegrados, el cual dependiendo del mecanismo de resolución, genera el tipo 

silvestre o el reemplazo genético (Fig. 1 B). Dado que las secuencias del plásmido son 

removidas durante la resolución del cointegrado, el reemplazo genético puede ser hecho 

sin tener que emplear un marcador de resistencia. Para identificar el alelo reemplazado, se 

recurre al screening fenotípico o al análisis por Southem. La clave de este procedimiento 

involucra el uso de vectores que no pueden replicarse bajo las condiciones usadas para 

seleccionar el cointegrado. Estos vectores son CoIE1 y sus derivados que no se pueden 

replicar en mutantes poi A (Gutterson et al., 1993; Saarilahti and Palva, 1985), o el replicón 

sensible a temperaura derivado de pSC101 (Hamilton et al., 1989), o un vector basado en 

un fagémido (Slater and Maurer, 1993). 

Estos esquemas de integración han sido utilizados y se han logrado varios reemplazos 

exitosos, pero tienen la desventaja de la baja frecuencia de resolución del cointegrado y 

que no siempre dan el reemplazo deseado (Murphy, 1997). 

A B 

x x l - •• • ,:Y 

Figura 1. Disrupción genética o deleción por reemplazamiento de una secuencia cromosomal. 
A . En un paso. Utilizando un fragmento lineal que lleva el gen interrumpido con un marcador 
de selección se da la doble recombinación B. En dos pasos, integración del vector que lleva el 
gen interrumpido y posterior resolución del cointegrado. 
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3. ANTECEDENTES 

3.1 Migración catalítica 

Uno de los intereses del laboratorio se centra en la migración catalítíca de actividades 

sobre una estructura proteica. La migración catalitica consiste en el proceso mediante el 

cual una proteína con una actividad enzimática determinada, puede ser modificada para dar 

lugar a una nueva actividad catalítica, preservando alguna similaridad con la reacción o 

especificidad con la molécula precursora. Este proceso se ha dado en la naturaleza desde 

hace miles de años por eventos de duplicación génica, variación y selección. En la 

actualidad es posible recrear el proceso de manera acelerada gracias a los avances 

logrados en los ultimos años: la ingeniería de proteínas, la evolución dirigida y los sistemas 

de identifiación de variantes. El ejemplo reciente fue la evolución de la actividad catalitica de 

la fosforribosil antranilato isomerasa (PRAl) sobre la estructura de la enzima indol glicerol-

3-fosfato, donde se logró incrementar la actividad enzimática 30 veces más que la enzima 

natural (Altamirano et al., 2000). Para este trabajo se tuvo en cuenta los antecedentes de 

estas enzimas: poseen estructura de barriles (aI~)8' son consecutivas en la sintesis de 

triptófano, están organizadas en un operón, la identidad entre ellas es del 22% y que el 

producto de PRAl (carboxifenilamino-1'-deoxiribulosa-5"-fosfato) es el sustrato de la IGPS. 

La migración catalitica pudo ser detectada mediante la cepa de selección de E. coli JA300, 

la cual es deficiente en PRAl y por lo tanto no crece en ausencia de triptófano. 

En el laboratorio se está trabajando con proteínas que poseen la estructura del barril (aI~)8' 

el cual por sus caraterísticas funcionales y evolutivas constituye un modelo interesante 

para comprender los procesos de evolución natural que han dado origen a nuevas 

actividades enzimáticas. 

3.2 Barril (aI~)B o TIM 

8 Barril (aI~)8 es uno los plegamientos más versátiles presentes en la naturaleza (Hegyi 

and Gerstein, 1999), ya que es la estructura más frecuente y regular de las proteínas, ya 

que esta presente en 5 de la 6 clases de enzimas (E.C.). 8 dominio (aI~) consiste de 8 ~

plegadas paralelas que forman el núcleo del barril, rodeadas por a-hélices todas fueras del 

barril; estos elementos de estructura secundaria se unen entre sr por medio de asas. La 

primera enzima descubierta con esta estructura fue la triosa fosfato isomerasa (TIM) 
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(Banner et al., 1975) en la que la cadena ~1 se une por medio de puentes de hidrógeno con 

la cadena ~2 y ~8, frecuentemente hay una a hélice entre cada cadena ~. Aunque el 

plegamiento es un banil, la estructura no es circular a través de la sección, la mayoría de 

las proteínas son elípticas y los residuos del sitio activo estan localizados invariablemente 

al final del carboxilo terminal de las cadenas ~ o en los asas subsecuentes (Reardon and 

Farber, 1995). Se ha sugerido que la versatilidad de esta estructura, se debe a que los 

grupos funcionales han sido reclutados de los 8 motivos estructurales aJ~ que han podido 

evolucionar independientemente. Adicionalmente las asas pueden variar extensivamente 

sin truncar la estabilidad del corazón estructural. 

Al estudiar las regiones conservadas de varios barriles se encontró un sitio común de 

unión a fosfato, que involucra la región entre la cadena ~-7 y la helice a-8 (Farber and 

Pestko 1990; Bork et al., 1995). La estructura básica puede tener dominios adicionales o 

estructura secundaria reconocible en las asas que conectan las cadenas 13 con las a

hélices. Con base en estas características estructurales adicionales y en la forma del 

barril, las proteínas se han clasificado en 6 familias (Reardon and Farber, 1995). 

Por las anteriores características, estas proteínas han sido objeto de estudios para tratar 

de entender su evolución. Se han propuesto diferentes historias evolutivas del barril 1l.1 

como son: 

- Evolución convergente a un plegamiento estable, dada las características de estabilidad 

del motivo estructural, muchas proteínas ancestrales con diferentes secuencias pudieron 

converger a este plegamiento (Doolitle, 1994). Si esto fuera posible se podría utilizar los 

patrones de los residuos conservados para predecir la estructura, y entender la vía del 

plegamiento de los baniles. 

- Evolución dívergente, las proteínas (aJ~)8 pudieron haber descendido de un ancestro 

común, ya que la estructura tridimensional evoluciona más lentamente que la estructura 

primaria y la falta de identidad entre las secuencias (15 % de identidad entre las proteínas 

de esta familia), puede ser explicada por la edad de la enzima ancestral (Bork F, 1995; 

Pestko 1990 y Farber 1993). Esto se fundamenta en las propiedades altamente 

conservadas entre los barriles, como son la localización del sitio activo, lo cual puede ser 

producto de duplicación génica y especialización de la familias, en este caso la 

conservación de aminoácidos particulares puede ser el resultado de un accidente histórico, 
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fosfato, y la triosa fosfato isomerasa (Tpi o T1M) interconvierte de manera reversible la 

dihidroxiacetona-3-fosfato a gliceraldehído-3-fosfato (Fíg. 3). 

Glucosa 1 glucosa cinasa 

Glucosa-6-fosfato 1 glucosa-6-fosfato Isomerasa 

Fructosa-6-fosfato 

1 fosfofructocinasa 

Fructosa-1,6-bisfosfato 

fructosa-1,6- bisfosfato aldolasa 

Dihidroxiacetona 3-fosfato triosa fosfato 
/somerasa 

, Gliceraldehldo 3-fosfato 

glicera/dehldo-3-fosfato 
deshidrogensa 

Glicerato-1,3-bisfosfato 

l fosfoglicerato cinasa 

Glicerato-3-fosfato 

l fosfoglicerato mutasa 

Glicerato-2-fosfato 

1 Eno/asa 

Fosfoenolpiruvato 

1 Fosfoeno/piruvato 
cmasa 

Piruvato 
Figura 3. Enzimas que participan en la via Glicolitica. En el recuadro se encuentran indicadas 
la enzimas de interés en este trabajo, la Fba y la TIM. 

A nivel evolutivo es de considerar la evolución mísma de la vía, en el contexto de este 

trabajo la teoría de la evolución reversa (Horowitz, 1945) es un esquema interesante, ya 

que propone la formación de la via en reversa paso a paso en dirección contraria a la ruta 

metabólica. Como es el caso del grupo de enzimas consecutivas formado por la N

fosforribosil antranilato isomerasa, indolglicerol-3-fosfato cinasa y la subunidad a de la 
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triptofano sintasa, las cuales son barriles (aI~)B (Nichols, 1996). Esto podría ser el 

resultado de eventos tempranos de duplicación génica. Teniendo en cuenta este 

argumento, las características de las enzimas y la migración catalítica ya lograda por 

Altamirano et al. (2000), es posible proponer la migración catalítica o interconversión entre 

TIM y Fba por métodos de Ingeniería de proteínas y de evolución dirigida. Para realizar esta 

migración se requiere de un método para la identificación de variantes de 11M que 

presenten la actividad de aldolasa, lo que pennitirá estudiar las relaciones evolutivas y 

funcionales de éstos 11Ms. Se decidió la construcción del sistema de selección en E. coli 

por la características anterionnente señaladas: la económia y la posibilidad de analizar un , 
buen número de variantes simultáneamente. 

3.3 Cepa de selección para la actividad de aldolasa 

Trabajar con E. coli tiene la ventaja de que es el microorganismo con mayor infonnación 

disponibe acerca de su metabolismo, regulación y secuencia genética, lo cual facilita la 

labor de manipulación, así como la comprensión de los posible efectos de una mutación 

genética. El sistema de selección se genera por la eliminación de la actividad a través de la 

disrrupción o uknockout" del gen de Fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa (fba o a/d). para 

hacerlo es necesario tener en cuenta las características de la enzima, su participación en 

la via glicolítica y en el metabolismo de E. eoli. 

3.3.1 Glicólisis 

La glic6lisis es la principal ruta metabólica para la obtención de energía (ATP) mediante la 

degradación de glucosa. La vía también se encarga de suministrar esqueletos para las 

reacciones biosintéticas, tales como la fonnación de ácidos grasos. Esta via puede ser 

alimentada por varios sustratos como glucosa (principalmente) y glicerol, los cuales 

ingresan a la célula de la siguiente fonna: la glucosa entra por medio del sistema de 

fosfotransferasa de azúcar, el cual transporta y fosforila simultáneamente los sustratos 

(azúcares). La glucosa fosforilada ingresa en el segundo paso de la vía glicolítica. 8 

glicerol atraviesa la membrana citoplasmática por un mecanismo de poro no saturable, 

dentro es fosforilado por la enzima glicerol cinasa y pasa a glicerol-3-fosfato, el cual es 

convertido en dihidroxiacetona-3-fosfato, por la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa y de 

esta fonna ingresa a glic6lisis. 
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En la vía glicolítica la Fba cataliza la ruptura reversible de la fructosa-1 ,6-bisfosfato a dos 

productos, dihidroxiacetona-3-fosfato y gliceraldehído-3-fosfato. 

fH201'03= 

&~OH 
+ 

Oihidroxiacetona-3-fosfato 

H-C=O 
I 

H-\j-OH 
H-CHOI'03= 

Gliceraldehld0-3-fosfato 

CONOENSACION ALOOLlCA • • 

r-~01'03= 

HO-q-H 

H-~-OH 
H- -OH 

H2- -01'03 = 
Fructosa-1,6-bifosfato 

Se han reconocido dos tipos de aldolasas por el mecanismo de acción: 

llPO I forma un intermediario base de Schiff en el sitio activo con el sustrato donador 

(acetona), el cual adiciona estereoespecíficamente al aceptor (aldehído). 

TIPO" usa un ión metálico como cofactor (Ca2+, Fé+, o Zn2+), el cual actúa como un ácido 

de Lewis en el sitio activo. 

La mayoría de los organismos presentan uno de los dos tipos de aldolasas, una de la 

excepciones es E. coli donde se reconoció la presencia de los dos tipos de aldolasas 

(Stribling and Perham, 1972), al crecerla en diferentes fuentes de carbono. En glucosa se 

identificó a la aldolasa clase 11, mientras que en piruvato y lactato se encontraron las dos 

clases de aldolasas. Esta es la razón principal para sugerir que la Fba clase I esta 

involucrada en gluconeogénesis, mientras que la Fba clase 11 esta involucrada en glicólisis; 

de tal forma que la clase" se expresa constitutivamente, mientras la clase I es inducida por 

sustratos gluconeogénicos. 

3.3.2 Fructosa1,6-bisfosfato aldolasa clase I 

En E. coli la Aldolasa clase I posee 349 aminoácidos con un peso molecular de 36 Kda. Los 

valores de Kcat y Km corresponden a 13 m" y 20 IJM. La enzima presenta un incremento 

de la actividad de aproximadamente 15 veces la Kcat en presencia de citrato. Por el 

contrario la actividad decae a un 0.7% de la actividad inicial en presencia de NaBH
4

• El sitio 

activo para la formación de base de Schiff corresponde a la lisina 236 (Thomson et al., 

1998). 

3.3.3 Fructosa 1,6-bisfosfato aldolasa clase 11 

La Fba " es una enzima dimérica, en E. coli cada monómero tiene 359 aminoácidos, con un 

peso molecular de 40Kda. La enzima utiliza 2 átomos Zn2+ (uno por cada monómero) para la 
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actividad, los cuales entran en contacto con los residuos His110, His266, e His264 

empleados para unir al metal (Berry and Marshall 1993), por esta razón la enzima es 

inhibida por EDT A. En E. coli la fba 11 es más activa que la I con una Kcat de 490 min" y una 

Km de 190 IlM. 

B gen fba 11 forma parte de un grupo de genes junto con pgk y gapB (Fig. 4), que 

corresponden a fosfoglicerato cinasa y a gliceraldeh ído-3-fosfatodeshidrogenasa B, éste 

gen difiere del reportado (gapA) y se presume su participación en gluconeogénesis 

(Perham 1990). 

• . ~ .... 

Figura 4. Mapa de la región del cromosoma que contiene al gen de la Aldolasa clase 11 .• 
Terminador de transcripción, c) Predicción de un promotor, ~ 4 sitios REP, RBS sitios de unión 
a ribosoma, CAP sitio de unión de la proteína activadora de catabolítos. Tomado de Ríchard 
Perham. 1990. The fructose-l,6-bisphosphate aldolase: same reaction, dífferent enzymes. 
Isoenzymes Biochem. Soco Trans. 18.185-187 

3.3.4 Eliminación de la actividad de aldolasa 

La eliminación de la actividad de aldolasa en la vía glicolítica hace que la transformación de 

glucosa en energía no sea exitosa y que las células carentes de esta actividad no puedan 

sobrevivir en presencia de glucosa. Se han reportado mutantes de fba n en E. eoli, las 

cuales son incapaces de crecer en medios ricos en glucosa, debido posiblemente a la 

acumulación de intermediarios fosforilados, especialmente fructosa-1,6-bisfosfato (Singer 

et al., 1991; Frankelt, 1987; Davis et al., 1984). Sin embargo, aún no se ha determinado el 

mecanismo de toxicidad. Este fenotipo sugiere que no es necesario eliminar la aldolasa 

clase 1, debido a que la función está dirigida a gluconeogénesis. La necesidad de deletar el 
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gen de fba I está ligada al ruido de fondo que pudiera generar en la selección de variantes 

con actividad de aldolasa. 

El hecho que otros sustratos como glicerol puedan alimentar la via en pasos posteriores a 

la aldolasa permiten que la producción de energía pueda ser suplida sin comprometer la 

sobrevivencia de la célula. Las mutantes de fba 11 pueden crecer en glicerol (Cooper, 1969), 

esta fuente alternativa de carbono permitirá recuperar y mantener viable a la cepa de 

selección. 

El sistema de selección (carente de la actividad de aldolasa clase 11) deberá permitir la 

complementación de la actividad de aldolasa, de modo que las células al ser transformadas 

con el gen silvestre pOdrán metabolizar la glucosa y sobrevivir en su presencia. 

Aunque existen dos mutantes reportadas en algunos trabajos; la JM 2087 (Casadaban and 

Cohen, 1979) que es fba· y la KM13 (Berry and Marshall, 1993) derivada de la anterior, no 

hay información disponible de éstas, sobre el tipo de mutación, posibilidad de reversión y 

caracterización de las cepas. Por estas razones es más seguro construir y caracterizar la 

cepa de selección de la actividad de aldolasa, así como determinar la capacidad de 

detectar niveles de actividad de aldolasa muy baja. 
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4. OBJETIVOS 

El objetivo general del proyecto es desarrollar un sistema de selección para la actividad de 

la fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa en EcoJi que permita identificar diversos niveles de 

esta actividad. 

Los objetivos particulares del trabajo son 

- Obtener los genes fructosa-1 ,6-bifosfato aldolasas clases I y 11 de EcoJi y clonarlos. 

- Inactivar el gen de la fba 11 por la introducción del gen de resistencia a kanamicima 

- Obtener una cepa de E coJi sin la actividad de la aldolasa (Clase 11) a través de la doble 

recombinación entre el gen inactivo (fba 11 interrumpido por kanamicina) y el gen 

cromosomal 

- Determinar las condiciones óptimas para la selección y el nivel de sensibilidad del sistema 

por medio de la generación de mutantes de aldolasa. 
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5. MATERIALES Y METODOS 

5.1 Materiales 

5.1.1 Cepa empleada 

E. coli JM101 genotipo: supE thi d (Iac-proAB), F{traD36 proAS" lacfl lacUM15} 

(Messing, 1979). 

5.1.2 Plásmidos: 

pUC18 resistencia a ampicilina (Amp) (Messing 1983, Norrander et al., 1983). 

pBSL98 resistencia a Kanamicina (Km) 

pMAK 705 resistencia a Cloranfenicol (Cm) Hamilton et al., 1989). 

5.2 Medios de cultivo 

- Medio Luria-Bertani (LB) sólido y líquido (Sambrok ,1989), suplementado con los 

antibióticos: kanamicina (25 Ilg/ml), ampicilina (200 Ilglml), cloranfenicol (75 Ilglml), 

adicionados de acuerdo a las necesidades de la selección. 

- Medio Mínimo: 

Sales 50X 

Fosfato de potasio ácido (KH2P04) 

Fosfato de potasio básico (K2HP04) 

Agua d c.s.p. 

Sulfato de magnesio (MgS04 ) a11% 

Cloruro de amonio (NH4CI) 1 M 

Cloruro de sodio (NaCI) al 5% 

TIamina 5mg/ml 

Casaminoácidos al 20% 

Agua csp 

(Modificado de lrani y Maitra,1977) 

5.0g 

17.5g 

100.0 mi 

5.0 mi 

2.5 mi 

2.5 mi 

2.5 mi 

5.0 jll 

5.0 mi 

250.0 mi 

• El medio mínimo sólido se prepara agregando agar a una concentracion final del 1.5% 

·Como fuente de carbono se usa glicerol al 0.5% o una mezcla de glicerol al 0.5% y 

glucosa a distintas concentraciones o solo glucosa. 
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5.3 Obtención de los genes de Fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa I y 11 de E. coli 

Con base en las secuencias reportadas se diseñaron oligonucleótidos para amplificar los 

genes de las fructosa-1.6-bisfosfato aldolasas I y 11, incluyendo 200 pb más en cada uno 

de los extremos de los genes, los oligos llevan secuencias de restricción. Las secuencias 

de los oligonucleótidos sintetizados en la Unidad de Síntesis de Olinucleótidos del Instituto 

de Biotecnología de la UNAM son: 

Gen fba I 

- Upl : S' TCA TCA GGA TCC ACA GCT TIGC 3' 

- Lowl: S'AGA CGC ATA AGC TIC GCA TCA 3' 

Gen fba 11 

sitio BamHI 

sitio Hindlll 

- 11 A : S'GAG CAC GGT ACC TTT CAT ACT CTA 3' sitio Kpnl 

-11 B: S' ATA CTG GAT CCG ACA GAT ATC AAT G 3' sitio BamHI 

Los sitios de restriccion son señalados en negritas. 

S tamaño de los genes es de 1,079 pb para la fba 11 y de 1,047 pb para la fba 1; con las 

secuencias adicionales el tamaño de cada fragmento es de 1,500 pb aproximadamente (Fig 

SAl· 

5.3.1 Extracción de ADN cromosomal 

Un cultivo de S mi E. coli cepa JM101 en fase estacionaria, se centrifuga en 2 tubos de 

microcentrifuga de 2 mi a 10,000 rpm por 2 mino y se descarta el sobrenadante. S proceso 

se repite dos veces para procesar todo el cultivo. La pastillas se resuspenden en 1 ml de 

amortiguador TE (10 mM de Tris-HCI pH 7.4 - 7.S, 1 mM de EDTA pH 8.0). Se vuelve a 

centrifugar 30 segundos, se descarta el sobrenadante y se repite la operación. Las 

pastillas se resuspenden en un mi de TE y se le agregan 4 ¡il de una la solución de Rnasa 

(10 mg/ml), S0).11 de SDS al 10% y S0).11 de proteinasa K (2.S mglml). La mezcla se incuba a 

37°C durante 1 hora. 

S lisado claro resultante se pasa 3 veces a través de jeringa insulínica, se hace una 

extracción con 0.4 mi de fenol saturado y 0.4 ml de cloroformo. La fase acuosa se extrae 

tres veces más con fenol-cloroformo para eliminar la capa de detritus que se forma en la 

interfase. Después de agregar fenol-cloroformo se agita por 12 segundos y se centrifuga 

por 10 mino a 14,000 rpm. La fase acuosa se extrae con 2 volúmenes de cloroformo 

(aproximadamente 1 mi). Después de agregar el cloroformo se agita por 12 segundos y se 
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centrifuga por 10 mino a 14,000 rpm. A la fase acuosa se le adiciona etanol absoluto 

(aproximadamente 1 mi) se agita y se centrifuga, la pastilla se lava con etanol al 70%, 

posteriormente se seca y se resuspende en 100 ¡.ti de agua destilada desionizada (dd). 8 

AON obtenido se verifica por medio de digestión: 2 ¡.ti de ADN, 0.5 ¡.ti de Buffer B 

(Boerinhger Mannheim), 20 U de EeoRI. Se completa a 5 ¡.ti con H20dd y se incuba a 37 oC 

toda la noche. 

5.3.2 Amplificación de los genes por PCR 

Las condiciones utilizadas para la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para la 

amplificación de los genes fba I y 11 son las siguientes: 

- Agua dd c.s.p. 100 IJI 

- Buffer de PCR 10X 10 IJI 

- Cloruro de Magnesio 25 mM 8 IJI 

- Oligo A 20 pmoVll1 2 IJI 

- Oligo B 20 pmoVll1 2 IJI 

- ADN cromosomal 250 ng/IJI 2IJI 

- ADN polimerasa 2 IJI (2.5u) 

La amplificación se hizo en un Robocycler™ 40 (Stratagene) de la siguiente manera: 

- Ciclo a 95 ·C por 3 mino 

- 25 ciclos (95·C 1 min, 50·C 1 mino y 72·C 1.5 min.) 

- Ciclo a 72°C 10 mino 

Estas condiciones son las adecuadas para amplificar los dos genes de aldolasa de E. eoli. 

También son útiles para amplificar los fragmentos clonados en el vector, directamente de 

las células (5.3.4.3) o del vector purificado. 

5.3.3 Clonación en el vector pUC18 

Los productos de PCR se mezclan con 500 IJI de butanol, se agitan vigorosamente y se 

centrifugan a 13,000 rpm por 10 min., se elimina el butanol y la pastilla se lava con etanol al 

70 %, se centrifuga nuevamente y se descarta el etanol. La muestra se seca al vacío en un 

aparato Savant™ y luego se resuspende en 100 ¡.ti de agua. Posteriormente los productos 

de PCR se digirien con las respectivas enzimas de restricción: la digestión de fba 11 con las 

enzimas Kpnl y BamHI (10 U de cada una) en Buffer L (Boheringer Mannheinn), la fba I con 

las enzimas BamHI y Hindlll (10 U de cada una) en Buffer B (Boheringer Mannheinn). Las 

digestiones se realizan por 2 horas a 3TC. 
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El vector pUC18 se digiere con las mismas enzimas para generar los extremos compatibles 

con cada inserto. Después de digerir los vectores, se trataron con fosfatasa alcalina 

(Sambrook. 1989), para evitar el religado sobre sí mismos. Los genes y los vectores se 

purifican por gel de agarosa al 1 % (Sambrook, 1989). Cada banda del tamaño indicado se 

corta del gel con una navaja y se pasa por una jeringa para romper la estructura del gel de 

agarosa, luego se le adiciona 0.8 mi de fenal saturado con Tris-HCI (10 mM pH 8) Y se deja 

10 mino a -70·C; se centrifuga a 14,000 rpm durante 10 mino y se recupera el sobrenadante. 

Se le hace una extracción con fenal/cloroformo 1:1. La fase acuosa se recupera y se 

precipita con butanol, posteriomente se lava con etanol, de la misma forma que se limpian 

los productos de PCR. 

5.3.3.1 Ligación 

Los insertos se ligan al vector en una proporción molar 8:1 (inserto:vector) con ligasa T4, 

Boehringer Mannheim, y amortiguador de ligasa (50 mM de Tris-HCI, 10 mM de MgCI2, 1 rrM 

deATP, 1mM de DTT) en un volumen de 15 !lI a t6'C, toda la noche. A las reacciones de 

ligación se les elimina el agua con el mismo procedimiento de los productos de PCR, se 

resuspenden en 10 !lI agua; 2 !lI de la ligación se electroporan en células 

electrocompetentes JM1 01 de E. eoli. 

5.3.4 Electrotransformación de los plásmídos en células de E. coli 

5.3.4.1 Preparación de células electrocompetentes: 

B preinoculo se prepara en 15 mi de medio LB con una de las colonias más grandes 

(JM101), se deja crecer a 37 oC toda la noche en agitación. Se toman 10 mi y se inocula 1 

litro de medio LB. Se deja por 3: 15 horas a 37 oC en agitación hasta alcanzar una 00 600 

de =0.9 (densidad óptica a 600nm). El cultivo se pasa a tubos de centrífuga de 250 mi Y se 

deja en hielo por 20 mino Se centrifuga a 4.000 rpm por 10 mino a 4 oC. Se retira el 

sobrenadante dejando 5 mi del medio, se resuspende suavemente. Se adicionan 125 mi de 

glicerol frío al 10% y las células se colocan en dos tubos de 250 mi. Se centrifuga a 4.000 

rpm por 10 min., se tira el sobrenadante y se resuspende cada frasco en 1 mi de glicerol 

frío al10 % y 1 mi de medio GYT (10 % de Glicerol, 0.125 % de Extracto de levadura, 

0.25% de Triptona. Esta solución se esteriliza por filtracion). Se reune el contenido de las 

botellas (aproximadamente 4 mi), se alicuota en fracciones de 60 !lI en tubos eppendorf 

estériles de 500ld. Se almacenan a -70°C. 
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5.3.4.2 Electrotransformación 

Se toman 2 111 de producto de la ligación y se colocan en un tubo con células competentes 

de JM101 de E.co/i. La mezcla se transfiere a una celda para electroporación con una 

separación de electrodos de 1 mm y se electrotransforma a un voltaje de 1.8 volts, 20 n, 

400 mA. Las células se transfieren a un mi de medio SOC (triptona al 2 %, extracto de 

levadura al 0.5%,10 mM de NaCI, 2.5 mM de KCI, 20 mM de glucosa, 10 mM de MgCI2 y 10 

mM de MgS04) y se incuban en agitación durante 1 h. a 37"C. Luego de este lapso de 

tiempo se toman 200 111 Y se siembra en cajas con medio LB sólido con Amp. 

5.3.4.3 PCR de colonia 

La PCR de colonia se realiza de la forma descrita en 5.3.2, el ADN en este caso proviene 

de las células de una porción de colonia, que se toma con un palillo estéril y se resuspende 

en la mezcla para PCR. El ciclo inicial se incrementa a 10 min a 95°C. La amplificación de las 

respectivas bandas es resultado positivo. Las colonias que amplifican el fragmento 

correspondiente al gen, se siembran en 5 mi de medio liquido LB-Amp para purificar el 

plásmido. 

5.3.5 Purificación de los plásmidos 

Se realiza por medio del Kit para purificación de plásmidos de Boehringer Mannheim (High 

Pura Plasmid lsolation Kit), en el cual las células se lisan (medio alcalino) y el RNA es 

removido con la enzima RNasa. Posteriormente los restos celulares se remueven por 

centrifugación y los plásmidos presentes en la fracción soluble se retienen al pasar por las 

columnas, al ADN se le eliminan sales, proteínas y otras impurezas celulares por varios 

pasos de lavados. El último paso consiste en la recuperación, que se hace al eluir con agua 

o un buffer con bajo contenido de sales. Una vez purificados los plámidos se digieren con 

enzimas de restricción y se analiza por electroforesis en gel de agarosa, las bandas deben 

corresponder al tamaño de los fragmentos que contienen los genes y al vector lineal. 
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Figura No 5. Construcciones realizadas A. Clonación del gen fba 11 en pUC18 (la construcción 
se realizó de la misma forma para el gen fba 1) B. Interrupción del gen fba 11 y subclonación en 
el vector pMAK705. 
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5.3.6 Secuenciación 

La secuencia de los genes de los plásmidos purificados se realiza en un secuenciador 

automático Perkin-Elmer 377-18. El cual detecta la fluorescencia de 4 diferentes f1uoroforos 

usados como terminadores de la reacción, para identificar las reacciones de extensión de 

las bases A, G, C, y T. Cada f1uoróforo se excita a diferentes longitudes de onda cuando 

se expone a la luz laser, así las cuatro emisiories pueden ser detectadas y distinguidas en 

un solo carril del gel (A81 PRISM, 1995). 

5.4 "Knockout" o interrupción del gen 

5.4.1 Construcción para interrumpir el gen fba 11 

El gen de resistencia a kanamicina se clona en el gen la aldolasa 11 (del pfba 11) Fig. 58. 8 

plásmido se digiere con BpuAI y se rellena con Klenow (Sambrook, 1989). Este plásmido se 

liga con el gen de resistencia a kanamicina obtenido del plásmido p8SL 98 por digestión con 

Mlul y rellenado con la enzima Klenow. Luego se transforma en E. coli y se selecciona en 

medio L8 Amp-Km. Se verifica por PCR de colonia la presencia del gen interrumpido. 8 

fragmento amplificado es de 2,800 pares de bases (1,500 del gen fba 11 y 1,300 del gen de 

resistencia a kanamicina). Este plásmido se denomina pfbak. 

5.4.2 Subclonación en pMAK705 

B inserto con el gen interrumpido se amplifica del plásmido pfbak por PeR, utilizando Taq 

polimerasa y los oligos que hibridizan a las regiones aledañas al gen. Se digiere y clona en 

el plásmido termosensible pMAK 705 (con resistencia a cloramfenicol) previa digestión con 

las mismas enzimas F¡g 58. Con este vector (pMfbak) se transforman por electroporación 

células de E.coli JM101 y se seleccionan en medio sólido LB kanamicina-cloranfenicol a 

30°C. La transformación se verifica por PCR de colonia y digestión de los plásmidos 

purificados, donde se libera el vector de 5,500 pb Y el inserto 2,700. 

5.4.3 Obtención de la mutante fba-

El esquema de la figura 6 resume el proceso. Se transforman células de E. coli JM101 con 

el plásmido pMfbaK. Estas se cultivan en 0.5 mi de medio mínimo con glicerol sin antibiótico 

por 4 h. a 30°C, al final de este periodo se lleva el cultivo a un volumen final de 10 mi con el 
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mismo medio, se incuba por un periodo de 6 horas a 30°C, luego a 37°C toda la noche. De 

este cultivo se realizan diluciones del orden 106 Y se platean 300 ¡JI en cajas de medio rico 

con glicerol-Km, las cuales se precalientan a 42°C y se incuban a la misma temperatura. De 

las colonias seleccionadas a 42°C se toman varias colonias (4 a 10), las cuales se 

inoculan en 10 mi del mismo medio, se dejan crecer por 12 h. a 30°C, y se inoculan 

nuevamente transfiriendo 0.1 mi a 10 mi del medio, esto se hace 3 veces. De estos cultivos 

se realizan diluciones del orden 106 Y se platean 300 ¡JI en cajas con medio minimo glicerol 

suplementado con km, y se incuba a 42 oC. De las colonias obtenidas se siembran en los 

medios: mínimo glicerol con Km, Km-Cm, y Cm a 30, 37 Y 42°C. Las siembras se realizan 

diariamente por un periodo de 3 días, para identificar el fenotipo: crecimiento en Kanamicina 

(ya que el gen de resistencia debe estar integrado en el cromosoma) e inhibición del 

crecimiento en Cloranfenicol (debido a la pérdida del plásmido). 

La mutación en el cromosoma se confirma por PCR empleando como templado ADN 

cromosomal purificado (obtenido con el protocolo descrito inicialmente) y los olígos que 

flanquean el gen de aldolasa clase 11. 

Las células electrocompetentes de fba' se prepararon siguiendo el protocolo descrito en 

5.3.4.7, pero empleando el medio mínimo liquido con glicerol y kanamicina para crecer las 

células y el medio GYT se reemplaza por medio GT (10% glicerol, 0.25% triptona). 

5.5 Caracterización de la colonia seleccionada 

5.5.1 Cinéticas de crecimiento de fba' 

Las cinéticas de crecimiento cepa fba" en medio líquido con glicerol se realiza en 

concentraciones de 1.5, 1.0 Y 0.5%; también en medio líquido con glicerol 0.5%, al cual se 

le adiciona glucosa en las siguientes concentraciones 0.2 0.1 Y 0.05%. Se emplean tres 

colonias de la cepa fba" y tres colonias de la cepa JM101 de las cuales se obtienen 

preinóculos en medio minimo con glicerol durante una noche. Los medios (en tubos con 3 

mi) se inoculan con el volumen de células necesario para que todas la muestras presenten 

la misma 0.0. a tiempo O (O.D. 0.03 a 600 nm). Se toman lecturas cada hora en el 

fotocolorímetro Spectronic 2000 a una longitud de onda de 600 nm. 
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5.5:2 Complementación de la actividad 

La cepa fba' se transforma con el gen silvestre y se utiliza medio mínimo liquido con glicerol 

para la recuperación, las células recuperadas se evaluan por el crecimiento en presencia 

de glucosa (medio minimo glucosa 2%) y en medio LB ambos medios suplementados con 

Amp-Km, 

5.6 Caracterízacíón del sistema de selección 

5.6.1 Mutantes del gen de la aldolasa Clase 11 

5.6.1.1 Mutación dirigida 

Tres mutantes de fba 11 reportadas en la literatura, las cuales presentan menor actividad 

que el gen silvestre por la modificación de los aminoacidos: arginina 331 por ácido 

glutámico, arginina 331 por Alanina (Qamar, 1996) y valina 301 por glicina (Singer, 1991), 

fueron obtenidos por mutación dirigida. 

Los oligos empleados para los respectivos cambios son: 

V301G: 5'TGGGAAGGCGGTCTGAACTACTAC3' 

R331A I R331 E: 5'TACGA TCCGG(C/A)AGTATGGCGT3' 

Se sigue el procedimiento descrito en Sambrook, 1989, Las mutantes se clonan en el vector 

pUC 18 y la mutación puntual se verifica a través de secuencia. 

5,6.1.2 PCR Mutagénica 

La mutagénesis al azar del gen fba 11 se realiza 

Agua dd 27 !11 

Buffer10X 10 !11 

dNTPs 1OI·tI 

MgC1225mM 25 !11 

MnCl5mM 1 ~I 

Brv10H 1!11 

Oligo IIA 20pmoV!1l 7.5 !11 

Oligo IIB 20pmoV~ 7.5 !11 

DMS05% 10 !11 

ADN 200ng/~1 2~1 
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Taq polimerasa 4 ¡.ti 

- Ciclo a 95·C por 3 mino 

- 25 ciclos (95·C por 1 min., 50·C por 1 mino y 72·C por 1 mino 30 segundos.) 

- Ciclo a 72·C 10 mino 

El producto de PCR se digiere, se clona en el pUC 18 y se transforma en JM101. De ésta se 

platean 10¡.tl en medio LB-Amp para cuantificar el tamaño del banco. Se seleccionan 10 

colonias al azar para secuenciar y se determina la tasa mutagénica. B resto del banco se 

deja creciendo en 20 mi de medio LB-Amp a 37°C toda la noche. Los plámidos se purifican 

por el kit y posteriormente se transforman en la cepa fba·. Las células transformadas se 

recuperan en medio rico con glicerol Km-Amp 500 ng/ml de glucosa 

5.6.2 Caracterización fenotípica 

Las mutantes se analizan fenotipicamente después de ser transformadas en la cepa de 

selección en medio mínimo sólido con glicerol y medio mínimo sólido glicerol en presencia de 

diferentes concentraciones de glucosa (entre O y 1 mg/ml),3 mi de medio se inocula con 

cada una de las celulas transformadas y se dejan en agitación por 12 horas a 37°C, se 

determinada la densidad óptica en el espectrofotómeto a 600 nm. B cálculo de la 

concentación celular se realiza tomando como referencia 1 O.D(600nm) que equivale a 

5X108 UFCImI (Unidades formadoras de colonia por mililitro), se realizan diluciones para 

sembrar por gota 5 ¡.ti de 500,000; 50,000; 500 Y 5 UFC/¡.¡J en cajas con medio mínimo 

glicerol y glucosa (O, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000) ng/ml, 10 flg/ml, 

100 ¡Lg/ml y 1mg/ml 

5.6.3 Cinéticas de Crecimiento de las mutantes 

Las células (fba·) transformadas con los genes mutantes de fba 11, se dejan crecer por 12 

h. a 37"C en medio mínimo con glicerol, estos preinóculos se utilizan para inocular 3 mi de 

los medios: mínimo glicerol con 1 ¡Lg/ml, 10 ¡Lg/ml de glucosa y medio LB (suplementados con 

Amp-Km). La densidad óptica inicial a 600 nm debe ser la misma a tiempo cero para todas 

las muestras. Se realizan lecturas cada hora por un periodo de 12 horas. De cada variante 

se analizan tres colonias y con los datos obtenidos se realizan las curvas a partir de los 

promedios para comparar el crecimiento y también para calcular la velocidad específica de 

crecimiento de los cultivos. Como controles se emplea la cepa JM101, la cepa fba· que en 
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los dos casos llevan el vector pUC18 y la cepa fbao complementada con el gen silvestre 

(pfball)o 

5.6.4 Determinación de la actividad de Aldolasa 

La cepa fbao transformada con las mutantes del gen fba 11 se cultiva en medio minimo líquido 

con glicerol Km-Amp por 12 horas a 37 oC. Se recupera la masa celular de 6 mJ del cultivo 

los cuales se centrifugan a 10,000 rpm por 2 min., las células se resuspenden en 500 mi de 

agua. Se permeabilizan con 70 111 de SDS al 0.1 % Y 15111 cloroformo y se mezcla (Singer et 
a/., 1991). Se toman 200 ¡.ti de muestra y se cuantifica la actividad por un kit diagnóstico 

para aldolasa (procedimiento No 752) de Sigma Chemical Ca. La cuantificación se realiza 

por triplicado. Las reacciones colorimétricas se leen en el espectrofotómetro Beckman [lJ 

650 a una logitud de 560 nm. 

5.6.5 Análisis de proteínas 

Se recupera la masa celular de cultivos de 2 mi de 12 horas de crecimiento de la cepa fbao 

con las variantes en medio mínimo con glicerol Km-Amp, por centrifugación a 10.000 rpm 

por 2 mino y se resuspenden en 500 ¡.ti de agua dd. Las muestras se mantienen en hielo y 

se sonican tres veces por periodos de 20 segundos con intervalos de 20 segundos, 100 ¡.ti 

de cada muestra se trata con 100 ¡.ti de buffer de lisis, y se separan en un gel de SDS

PAGE siguiendo el protocolo descrito en Sambrook (1989). 

5.7 Reconstrucción de la recuperación de variantes en el sistema de selección 

A partir de cultivos en medio mínimo con glicerol y Amp-Km de una noche de crecimiento a 

37"C, se realizan diluciones para sembrar simultáneamente 100 UFC de fba 11 con 1 millón 

de UFC de células fbao con pUC18, en medio mínimo sólido con 500 ng/ml de glucosa con su 

respectivo duplicado en medio minimo sólido con glicerol Amp-Km. De la misma forma se 

probó la recuperación de la mutante R331E, R331A Y V299G. Como control se sembró 1 

millón de células de pUC18 en glicerol, 500 y en 700 ng/ml de glucosa. 
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6. RESULTADOS 

6.1 Obtención de los genes fba clase 1 y 11 

Para obtener los genes de fba 1 y 11 se recurrió a la base de datos donde se encuentran 

reportadas las dos secuencias. Así se diseñaron los oligonucleótidos que sirvieron para 

amplificar por PCR los fragmentos que contienen los dos genes, para ésto se tomó en 

cuenta los criterios sugeridos en Sambrook (1989). Estos fragmentos se insertaron en el 

vector pUC18 y posteriormente las construcciones se transformaron en células JM101 de 

E. coli con el fin de recuperar los plásmidos con las respectivas secuencias. Se verificó 

que las células seleccionadas tuvieran las construcciones correctas, por medio de PCR de 

colonia. Adicionalmente los plásmidos purificados de estas colonias, fueron tratados con 

las enzimas de restricción que liberan el fragmento, con el fin de validar la clonación. En la 

figura 7 se muestra la digestión para la construcción del inserto que contine el gen fba 11 en 

el pUC18. La digestión para la construcción de fba 1 presenta el mismo patrón por esta 

razón no se muestra. Se obtuvieron 3 colonias positivas para cada gen. 

PL BamHI 

2 3 2 3 

BamHI·Kpnl 

2 3 MP 

5,000 
3,000 
2,000 
1,650 

Figura 7. Digestión del plásmido plball aislado de las colonias 1,2,3. PL plásmido, digestión con BamHI y 
digestión con BamHI y Kpnl, MP marcador de peso (pb). 

Se verificó por secuencia que la amplificación por PCR no modificó los genes clonados en 

el pUC18, y en los dos casos los genes coinciden con los reportes en la literatura 

(Alefounder R. el al., 1989 y Thomson G el al, 1998). Los construcciones se denominaron 

pfbal y pfball correspondientes a los genes de aldolasa clase 1 y 11. 
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6.2 "Knockout" o interrupción del gen fba en el cromosoma de E. coli 

La metodología empleada fué la dísrupción del gen en dos pasos (Hamilton et al.,1989), 

para ésto se construyeron dos plásmidos y se realizó la doble recombinación, mediante los 

pasos descritos a continuación: 

6.2.1 Construcción para la interrupción del gen fba 11 

6.2.1.1 Deleción e inserción de resistencia a Kanamicina 

Se inactivó el gen fba, a través de digestión con la enzima BpuAI que eliminó 54 pb en 

medio del gen de la aldolasa 11 del pfball. La deleción se hizo con esta enzima porque se 

analizaron los sitios de restricción de la secuencia y se encontraron dos sitios únicos de 

corte de la enzima BpuAI ubicados en medio del gen, lo cual facilitó el trabajo al emplear la 

misma enzima para inactivar la proteína. Posteriormente se introdujo el gen de resistencia a 

kanamicina en el mismo lugar de la deleción lo cual interrumpe el marco de lectura del gen 

fba 11. Esta construcción fué transformada y recuperada en la cepa JM101 de E. coli. Se 

verificó la interrupción de dos maneras, primero porque la colonia creció en presencia del 

antibiótico kanamicína y segundo por PCR de COlonia; la interrupción del gen modificó el 

tamaño del producto de PCR (1.500 pb. del gen fba 11 y 1.300 pb. del gen de resistencia a 

kanamicina), el fragmento amplificado fué de aproximadamente 2.800 pares de bases. Este 

nuevo plásmido fué denominado pfbak (Fig. 58). 

6.2.1.2 Subclonación en pMAK705 

La disrupción del gen en el cromosoma requiere del empleo de un vector que no pueda 

replicarse en las condiciones de selección del cointegrado, de modo que la construcción 

del gen fba 11 truncado con el gen de resistencia a kanamicína (pfbaK), se subclonó en el 

plásmido termosensible pMAK705 (con resistencia a cloranfenicol) (Fig. 58). Esta 

construcción se transformó en JM101 de E. coli y se recuperó por la selección en 

cloranfenicol. Se verificó por PCR de colonia la presencia del fragmento interrumpido (2800 

pb) Y por la digestión del plásmido purificado con las respectivas enzimas de restricción. 

Se obtuvieron dos fragmentos, uno de 5.500 pb correspondiente al vector y otro de 2.800 

pb. que corresponde al inserto (gen interrumpido con Km) (Fig. 8). Este plásmido se llamó 

pMfbak. 
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Bam HI Kpn 1 BamHI-Kpnl 
1 2 7 1 2 7 MP P PO 1 2 7 

8,200. ~5,500 

~2,700 

Figura 8. Digestiones de pMfbaK de los plásmidos de las colonias 1, 2 Y 7 con las enzimas 
BamHI y Kpnl; MP Marcador de peso (23,130; 9,416; 6,557; 4,361; 2,322 Y 2,0277 pb); P 
producto de PCR colonia 1; PO plásmido pMACK705 digerido con Kpnl y BamHI. 

6.2.2 Obtención de la cepa de E. coli mutante en el gen fba 11 

La inactivación del gen fba 11 en el cromosoma se realizó por medio de una doble 

recombinación entre el gen interrumpido en el plásmido pMfbaK y el gen fba 11 cromosomal 

de la cepa JM101 de E. coli siguiendo el procedimiento descrito en materiales y métodos 

(sección 5.4.3) (Fig 1.8). El proceso consistió en la formación de un cointegrado por la 

homología entre la secuencia de fba 11 interrumpida y fba 11 cromosomal (primera 

recombinación), posteriormente se resolvió el cointegrado regenerándose el vector 

(segunda recombinación). En algunos casos se dió el intercambio del gen silvestre por la 

versión incompleta. Se recuperó una población celular resistente a Km en medio mínimo 

suplementado con glicerol a 42°C, la cual está formada por células modificadas por el 

intercambio del gen fba 11 silvestre con la construcción del gen fba 11 interrumpido con 

kanamicina y células no modificadas que retienen el plásmido en el cromosoma. Con la 

inactivación del gen fba 11 en el cromosoma la célula es incapaz de crecer en presencia de 

glucosa, por esto se utiliza sólo glicerol como fuente de carbono. Se seleccionaron 10 

colonias de un total de 480, que presentaron el fenotipo esperado: crecimiento en 

presencia de kanamicina por la resistencia adquirida en el cromosoma, debido al 

intercambio de genes y ningún crecimiento en presencia de cloranfenicol por eliminación del 

vector. 

Para verificar si éstas colonias realmente presentaban la mutación en el cromosoma, se 

hizo PCR empleando como templado el ADN cromosomal purificado y los oligonucleótidos 

que flanquean el gen de fba 11. Se encontró que de las 10 solo 1 presentó la interrupción del 

gen (banda de 2.800) Fig. 9. 
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Figura 9. Comprobación de la interrupción de fba II a nivel cromosomal de 10 colonias. MP 
marcador de peso (pb). 

La colonia seleccionada no logró crecer en presencia de glucosa, ni tampoco en medio LB. 

Adicionalmente, el producto de PCR obtenido del gen interrumpido de esta colonia se 

secuenció comprobándose la interrupción del gen en el cromosoma. La colonia 

seleccionada se denominó (ba-, 

6.3 Caracterización de la colonia seleccionada 

6.3.1 Cinética de crecimiento 

Con el fin de caracterizar la mutante fba- y determinar modificaciones en el comportamiento 

de la mutante, se realizaron cinéticas de crecimiento en diferentes concentraciones de 

glucosa y glicerol. Se observó que la mutante fba' no creció a concentraciones entre 0.1 y 

0.01 % de glucosa, mientras que a concentraciones de glicerol entre 0.1 y 0.5 % el 

crecimiento fué similar al de la cepa silvestre JM101 (Gráfica 1). 
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Gráfica No 1. Cinética de crecimiento de la cepa fba' 

6.3.2 Complementación de la actividad de aldolasa 

Se realizó un experimento de complementación para validar la cepa construida, Esto 

básicamente consistió en la introducción del gen silvestre presente en el plásmido 

multicopia plball en la cepa fba'. Las células adquirieron la resistencia del plásmido que 

porta el gen de j3-lactamasa y crecieron en presencia de glucosa como única fuente de 

carbono. También se observó que la cepa fba' complementada puede crecer en medio LB 

(Fig, 10), 

A e .......... 

Figura 10. Complementación de la actividad de aldolasa: A. Crecimiento 0.5% glicerol B. 
Crecimiento 2mg/ml glucosa C. Crecimiento en medio LB. Los números corresponden a: 1. 
JM10l; 2, fba'; 3. fba'pfball; 4. pfba'pUC18. 
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La cepa fba- también fué transformada con el plásmido pfbal, las células lograron crecer, 

en glucosa y en medio LB. 

6_4 Sensibilidad del sistema 

6_4.1 Identificación de la concentración minima de glucosa que inhibe el 

crecimiento de 'ba-

Para determinar la concentración mínima de glucosa que inhibe el crecimiento de la cepa de 

selección, ésta se creció en cajas que tenían diferentes concentraciones de glucosa. Se 

encontró que la mutante (fba-) puede crecer en concentraciones entre O y 500 ng/ml de 

glucosa, mientras que no se observó crecimiento a concentraciones superiores. 

6.4.2 Mutantes del gen de la aldolasa Clase 11 

8 sistema de selección debe permitir identificar actividades reducidas de aldolasa. Para 

ésto se probaron variantes creadas por mutagénesis dirigida (R331E, R331A Y V299G) y 

por PCR mutagénica_ El banco obtenido por PCR mutagénica fué de 5 X 104 variantes el cual 

tiene una tasa mutagénica del 0.12%. Los plásmidos que contenían mutaciones en fba I 

fueron retransformados en la cepa fba- y crecidos en medio LB y en concentraciones 

crecientes de glucosa. De este banco se aisló la mutante N324S, la cual presentó un menor 

tamaño de la colonia con respecto a la silvestre (JM101). Además de esta variante de 

menor actividad, se encontró otra variante con el codón de paro TAA en E159, esta 

variante fué denominada fbami (mutante inactiva) también se probó en los diferentes 

medios con glucosa y sólo pudo crecer en glicerol porque la proteína generada no tiene 

actividad de aldolasa. 

Los plásmidos que llevan cada una de las variantes fueron probados en la cepa de 

selección (fba') en medio sólido glicerol, encontrándose diferencias en el fenotipo con 

respecto a la cepa silvestre JM101 y con fba- con plball (Fig. 11). La cepa fba

complementa con el gen silvestre (plásmido plball) presentan un tamaño menor de colonia 

que el de la cepa JM101 con el pUC18, el comportamiento podría ser explicado por la 

modificación de la secuencia al introducir el gen de resistencia a kanamicina en el 

cromosoma. lo cual se ve reflejado en un menor tamaño de las colonias. Las mutantes de 

fba 11 presentan tamaños menores que la complementada con el 
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Figura 11. Fenotipo de las variantes en fba-: 1. V229G; 2. Control JM101 pUC18; 3. N324S; 
4. R331 E; 5. R331A; 6. pfball 
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pUC 18~ 
pfball ~ 
R331A 
R301G 
R331E 
N224S 

o 100 ng 200 ng 300 ng 

Figura 12. Crecimiento de las variantes de fba 11 en la cepa fba- en diferentes concentraciones 
de glucosa, emplendo 4 concentraciones celulares (de izquierda a derecha) 5 X 10'; 5 X 10', 
500 Y 5 UFC/~L 
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Tabla 1. Crecimiento de las mutantes en glucosa. 

o 100 200 300 400 500 600 700 600 900 
ng ng ng ng nO no no no ng 

5 X 10 UFC/UI 

pUC1B ++++ ++++ ++t+ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 

pfball ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 

V299G ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 

R331A ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 

R331E ++++ ++++ ++++ •. +. ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 

N324S ++++ ++++ + .. + ++++ ++++ ++++ ++++ .+++ ++++ ++++ 

5 X 10' UFCt¡l.1 

~C1B ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 

pfball ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 

V299G ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 

R331A ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 

R331E ++++ ++++ ++++ ++t+ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 

N324S ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 

500 UFCI I 

pUC1B ++++ ++++ ++++ + - - - - - -
pfball ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 

V299G ++.+ + •• + +++. +++. ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 

R331A ++++ ++++ ++++ +++ +++ ++ ++ + + + 

R331E ++++ ++++ ++++ ++ ++ + + + - -
N324S ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 

5 UFCt¡l.1 

pUC1B ++++ ++++ - - - - - - - -

~ball ++++ ++++ ++.+ ++.+ .++. ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 

V299G ++++ ++++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - -
R331A ++++ ++++ +++ +++ +++ +++ ++ - - -
R331E ++++ +.++ ++ ++ + - - - - -
N324S ++++ ++++ ++++ ++.+ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

- Ningún crecimiento 
++++ Crecimiento similar al de la Iba complementada con pfball en glicerol 
+++ y ++ Crecimiento de menor tamaoo que el de la fba' complementada con pfball en glicerol 
+ Crecimiento de colonias diminutas 

1 10 100 1 
Ug uo Ug mg 

++++ ++++ ++++ -
++++ +t++ ++++ ++++ 

++++ ++++ ++++ ++++ 

++++ ++++ ++++ + 

++++ ++++ ++++ + 

++++ ++++ .+ .. ++++ 

++++ -
++++ ++++ ++++ ++++ 

++++ ++++ ++++ -
++++ - - -
++++ - - -
++++ ++++ ++ + 

- - - -
++++ ++++ ++++ + •• + 

++++ -

- - - -
- - - -
++ + + + 

- - - -
++++ ++++ ++++ ++++ 

- -
- - - -
- - -

+++ -
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gen silvestre, debido a la reducción de la actividad. Las que retienen mayor actividad son 

un poco más grandes que las que son menos activas, ésta correlación entre el nivel de 

actividad y el tamaño de la colonia indica que es posible diferenciar las enzimas más 

activas de las de menor activad por el tamaño de la colonia. De la misma forma las 

variantes se sembraron en presencia de diferentes concentraciones de glucosa, 

empleando 4 concentraciones celulares (Fig. 12), ésto para ver el efecto de la densidad 

celular en la sobrevivencia y crecimiento celular en diferentes concentraciones de glucosa. 

Los resultados se presentan en la tabla 1. Las mutantes de fba 11 no pueden crecer en las 

mismas concentraciones de glucosa que la silvestre, ya que mientras ésta puede crecer 

hasta 1 mg/ml, las mutantes pueden hacerlo en concentraciones mucho menores, del orden 

de ng/ml. 

6.4.3 Expresión de la proteína 

2 3 4 5 6 

40Kda ....... 

• 

Figura 13. Análisis cualitativo de proteína de los extractos celulares. Gel desnaturalizante de 
poliacrilamida 9% SDS. Carril 1 Marcador de peso 200, 97, 66, 42, 23 Y 14 Kda; carril 2 fba' 
pfball, carril 3 fba'; carril 4 JM101 pUC18; carril 5 R331 E; carril 6 fba" fbami. 

Para probar que realmente las proteínas silvestre y mutantes se expresaban in vivo, se 

analizaron los extractos celulares de algunas variantes clonadas en el sistema de 
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selección: R331E Y fbami frente al gen silvestre pfball, el pUC18 y pUC18 en JM101. La 

figura 13 muestra el gel SDS-PAGE. Teniendo en cuenta que la proteína Fba clase 11 de E. 

coli es de 40 KDa, se observan las siguientes diferencias: hay una mayor concentración 

de proteína Fba 11 en la cepa complementadada con pfball que en JM101, así mismo se ve la 

expresión de la proteina mutante en R331E. No se observa la banda de proteína en los 

extractos de la cepa de selección fba' que tiene deletado el gen en el cromosoma, ni en la 

fbami que es la variante del gen fba 11 truncado. 

6.4.4 Cuantificación de la actividad de aldolasa 

Las actividades de las mutantes se cuantificaron usando un kit para detectar la actividad 

de aldolasa. En esta detenninación se obtuvieron datos variables con las mutantes de más 

baja actividad. Los datos aqui presentados fueron obtenidos en una serie única, cada 

muestra fué analizada por triplicado. El valor de actividad detenninado para la mutante 

V299G concuerda con el reporte en la literatura, pero las activides de las mutantes mas 

deficientes son muy altas con respecto a las constantes cinéticas reportadas. 

Actividad de aldolasa calculado sobre la actividad del gen silvestre de JM 101 

fba'puc 18 
N324S 
R331A 
V299G 
R331E 
pfball 
JM 101 

1.33% (en relacion a fba 1) 
5.60% 
9.73% 
8.50% 
2.66% 

116.00% 
100.00% 

5.4.5 CInéticas de crecimiento 

Dada la variabilidad del método anterior se realizaron las cinéticas de crecimiento de las 

mutantes en medio mínimo líquidO con glucosa y LB. Para cuantificar las diferencias de 

actividad que se ven reflejadas en la velocidad de crecimiento, se realizaron cinéticas 

sobre tres colonias de cada variante. Las diferencias se pueden observar en las gráficas 

2,3 Y 4. El crecimiento de las mutantes es parecido en la concentración 1ilQ/ml de glucosa, 

mientras que en medio mínimo con 10ilQ/ml de glucosa y LB se ven diferencias en la 

velocidad de crecimiento. La cepa silvestre JM101 en todos los casos, mostró crecimiento 

más acelerado, incluso que en la cepa fba' complementada con pfball. 
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R331A Y R331E. Las colonias obtenidas en el medio selectivo se analizaron por PCR de 

colonia. La muestra fué de 5 colonias por cada variante y el resufiado dió: 

pfball 
V299G 
R331A 
R331E 

Con inserto (variante del gen fba 11) 
5 
5 
4 
3 

Falsas positivas 
O 
O 
1 
2 

En este ensayo se vió la aparición de colonias que fueron falsos positivos, estas son 

células que presentan alguna ventaja adaptativa y logran sobrevivir en presencia de 

glucosa. Los controles del ruido de fondo (1 X 106 de fba-pUC18) en el medio selectivo (500 

y 700 ng/ml de glucosa) mostraron que no siempre aparecen falsas positivas, en algunos 

casos aparecieron células contables (1, 5, o 9) a las 36 horas de crecimiento. El ruido de 

fondo apareció como colonias medianas con respecto a las recuperadas con actividad de 

la silvestre, mientras que las colonias que portaban las mutantes de R331 fueron colonias 

pequeñas, lo cual concuerda con el fenotipo observado de estas mutantes. 

Figura 14. Recuperación de variantes de fba 11 con actividad en 1 millón de células. A y e 
medio mlnimo con glucosa Km-Amp. B y D medio mlnimo glicerol Km-Amp: A y B Recuperación 
de pfball, e y D Recuperación de R331 E 
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7. DISCUSION 

7.1 Genes fba I y 11 

La amplificación de los genes del cromosoma se hizo con 200 pb. adicionales al extremo de 

cada gen, éstas son las distancias promedio que separan a cada uno de los genes vecinos 

y se evitó amplificar parte de la secuencia de otros genes. Esto es muy importante, ya que 

se podrían introducir modificaciones en los genes aledaños (Fig. 4) en el proceso de 

inactivación del gen fba por la doble recombinación; ésto como resultado de posibles 

modificaciones en la amplificación de los segmentos que contienen los genes. Si ésto 

ocurre se prodría generar una cepa con varios genes alterados, y el fenotipo observado 

no sería por la mutación del gen fba 11, lo cual no es favorable para el objetivo planteado de 

lograr detectar variantes con actividad de aldolasa. 

La clonación de los genes fué exitosa ya que las secuencias' no fueron modificadas y las 

regiones promotoras silvestres, penmitieron las expresión independiente del promotor del 

vector. De tal fonma que no fué necesario realizar construcciones adicionales para lograr la 

expresión de la proteína y los mismos plásmidos fueron utilizados para las pruebas de 

complementación de la actividad. 

7.2 Generación de la cepa de selección. "Knockout" de fba 11 en E. coli 

En el primer paso se eliminaron 54 pares de bases, que corresponden a la región que 

codifica desde el residuo 186 al 204 (la proteína está formada por 359 aa). A nivel 

estructural la deleción se ubica desde la mitad del asa entre ~5 y a7 hasta el residuo 5 de 

a7, por lo cual existe una probabilidad muy alta de que se pierda la actividad enzimática. 

Esta modificación de la estructura terciaria puede afectar la unión al cofactor (Zn2+), asl 

como alterar el espacio requerido para la catálisis, y como consecuencia la pérdida de la 

actividad enzimática. Para asegurar la inactivación de la enzima y facilitar la identificación 

de la mutante, se introdujo el gen de resistencia a Km con su promotor silvestre en el mismo 

sitio donde se realizó la delación. Si la secuencia fuese traducida, correspondería a medio 

barril carente de actividad, debido a la que la fracción deletada es indipensable para la 

formación del dímero y para proporcionar el sitio de la catálisis. 

B protocolo empleado para eliminar de manera específica el gen fba 11 (Hamilton et al., 

1989), fué modificado para seleccionar la doble recombinante: se utilizó medio mínimo 
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suplementado con glicerol como única fuente de carbono, para permitir el crecimiento de las 

células en las que el reemplazo fué exitoso, ya que la glucosa del medio es tóxica para la 

mutante. La mayoría de las colonias obtenidas tenían el gen intacto, por lo que fué 

necesario muestrear un total de 500 colonias en busca del fenotipo esperado: crecimiento 

en presencia de kanamicina por la resistencia adquirida en el cromosoma, debido al 

intercambio de genes y ningún crecimiento en presencia de cloranfenicol por eliminación del 

vector. La baja proporción de células interrumpidas es por la baja frecuencia de inserción 

ya que las regiones homólogas para recombinar son pequeñas (700 pb. a cada lado) y se 

ha reportado en la literatura que entre menor es la zona, menor es el porcentaje de 

recombinación (Hamilton et al. 1989). Aunque se encontraron 10 colonias con este 

fenotipo, por análisis de PCR se determinó que sólo en una ocurríó el intercambio esperado 

dando una banda de 2,800 pb (cepa fba·) (Fig. 9), unas presentaban las dos bandas que 

corresponden al gen fba 1/ silvestre y al truncado posiblemente por una recombinación 

inespecífica en el cromosoma. Otras sólo presentaron el gen fba 1/ silvestre, pero por algún 

mecanismo retuvieron la resistencia a kanamicina. 

Al parecer la mutación obtenida del gene fba 1/ a nivel cromosomal no constituye una 

mutación polar, ya que está ubicado al final del grupo de genes (Fig. 4), de manera que la 

interrupción no afecta la expresión de los genes aledaños y el comportamiento observado 

en las células puede ser el efecto de la pérdida de la actividad de Fba 1/. 

Como se esperaba, la carencia de la enzima en la vía glícolítíca impidió el crecimiento en 

presencia de glucosa, mientras que el crecimiento fué similar a la cepa silvestre JM101 en 

presencia de glicerol. Este comportamiento fué reportado en las primeros artículos de 

mutantes de E. coli, que sólo lograron crecer en presencia de glicerol o succinato (Irani 

and Maitra, 1977), y piruvato o lactato (Striblim and Perham, 1973) como consecuencia de 

la inactivacion de la proteína Fba 1/. Este resultado sugiere que el sistema de selección 

podria estar basado únicamente en la deleción de la aldolasa clase 1/. No se esperaba la 

inhibición del crecimiento de la cepa fba· en medio LB, esto puede ser porque contiene el 

extracto de levadura, el cual debe poseer una cantidad de carbohidratos suficiente para 

intoxicar a las células fbao. Por esta razón la recuperación de las células fbao 

electrotransformadas no se hizo sobre medio SOC; éste se reemplazó por medio mínimo 

glicerol y no se afectó el proceso de recuperación. 

8 empleo del medio combinado glicerol con glucosa tampoco permitió el crecimiento de la 

mutante, lo cual puede ser explicado por la regulación en E. coli y por el consumo 
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preferencial de glucosa. B carbohidrato es enviado a la vía glicolftica, pero no puede ser 

transformado por la fba 11 inactivada y hay acumulación de azúcares fosforilados, 

especialmente fructosa-1,6-bisfosfato (Davis et al., 1984). La aldolasa clase I no puede 

suplir la actividad porque en presencia de glucosa, ésta no se expresa (Stribling and 

Perham, 1973). El anterior resultado reafirma que el knockout de fba 11 puede ser suficiente 

para generar el sistema de selección. 

Es importante considerar que las células pueden modificar los mecanismos regulatorios 

para sobrevivir ante presiones selectivas, como la de la fba- en presencia de glucosa, lo 

que podría hacer que la célula active a fba l. Fastrez (1997) menciona que una actividad 

hallada en el medio selectivo, puede ser el resultado de mutaciones, no sólo del gen ·que 

codifica la enzima blanco que ha sido mutagenizada sino por mutaciones de otros genes. 

Una mutación en un gen regulatorio es el primer evento observado en condiciones 

experimentales, luego el gen estructural es desrreprimido y aparece la expresión 

constitutiva. Por lo tanto la cepa de selección debe ser probada para determinar si este tipo 

de mecanismos se presentan con una alta frecuencia, lo cual también sería inapropiado 

para su empleo en selección ya que daria falsos positivos. Esto se realizó al simular la 

recuperación de la mutante más inactiva que será discutido más adelante. 

Las cinéticas de crecimiento de las cepas fba- y JM101 mostraron el efecto de la 

inactivación del gen fba 11. E. coli crece más rápido en glucosa (al incrementar la 

concentración de glucosa, se incrementa la velocidad de crecimiento) que en cualquier otra 

fuente de carbono. En contraste la cepa fba· no pudo crecer en las concentraciones de 

glucosa empleadas, mientras que el glicerol le permitió sobrevivir y no se ven diferencias 

en las velocidades de crecimiento, aunque el glicerol se utilice en concentraciones menores 

a las recomendadas para los medios de cultivo, este comportamiento fué reportado por 

Bock y Neidhardt (1966). 

La cepa de selección permitió la complementación homóloga. fba· transformada con pfball, 

fué capaz de crecer en presencia de glucosa, demostrando que el gen clonado es 

funcional. Las células complementadas también crecieron en presencia de glicerol y en 

medio LB (Fig. 10). 
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7.3 Sensibilidad del sistema de selección 

Aunque se determinó que la cepa de selección no crece en medio liquido en la 

concentración de 100 ¡lglml (0.01%) de glucosa, fué necesario determinar la concentración 

minima de glucosa que inhibe el crecimiento de tba·. Se encontré que utilizando 500 UFC por 

caja (para obtener células aisladas) las células pueden crecer en medio sólido a 

concentraciones entre O y 300 ng/ml de glucosa. Este resultado permitió establecer 

condiciones preliminares en las cuales podría ser empleado el sistema de selección, ya que 

las células que presenten actividad de aldolasa, podrán ser recuperadas a mayores 

concentraciones de glucosa, eliminado el ruido de fondo de aquellas células carentes de 

esta actividad. 

Una de las características deseables de los sistemas de selección, es que permitan 

detectar diversos niveles de una determinada actividad. En el caso particular de evolución 

dirigida e ingenieria de proteinas, se persigue detectar desde actividades vestigiales hasta 

actividades superiores a la silvestre. Las variantes generadas de tba 11 permitieron 

establecer el rango dinámico del sistema de selección. 

B comportamiento mostrado por las mutantes de fba 11 se puede explicar por medio del 

alineamiento de las secuencias de aldolasas de varios organismos. Las mutantes de menor 

actividad fueron generadas por la modificación de la arginina 331, se puede ver en la figura 

15 que éste es un residuo conservado en todas las secuencias analizadas. Al parecer 

está involucrado en la formación del dimero y en el reconocimiento del sustrato fructosa-

1,6-bisfosfato (Camar et al., 1996). B cambio de esta arginina que es un residuo básico 

por alanina un residuo más pequeño y de tipo alifático, causa una reducción de la eficiencia 

catalitica de 770 veces. B cambio más drástico se dió al reemplazar la arginina por ácido 

glutámico de carácter ácido, el cual reduce la eficiencia catalitica 7.000 veces, esto puede 

ser causado por la repulsión electrostática entre el grupo ácido del residuo y el fosfato del 

sustrato fructosa-1 ,6-bisfosfato (Camar et al., 1996). 

La otra mutante creada por mutagénesis dirigida fué el cambio en la valina 299 por glicina, 

en el alineamiento se ve que los aminoácidos en esta posición son preferencialmente 

valina, isoleucina y leucina (V, I Y L) los cuales son aminoácido alifáticos de tres o cuatro 

carbonos; el cambio a un residuo más pequeño como glicina, redujo'la actividad a un 8 % 

de la silvestre, debido a que la proteína generada es termosensible (Singer et al., 1991). 
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a1f_ecoli 
a1f_haein 
alf_camje 
alf neucr 
a1f_schpo 
alf.yeast 
a1f_corg1 
alf_rnycge 
alf_rnycpn 
a1f2_bacsu 
alfl bacsu 
alf_strpn 
alf_bacst 
gaty_eco1i 
agay_eco1i 
alf_xanfl 
alf2_rhoca 

300 
I 

310 
I 

320 
I 

330 
I 

GVLNYYKANEAYLQGQLGNPKGEDQPNKKYYDPRVWLR 
GILNFYKANEAYLQGQLGNPEGPDAPNKKYYDPRVWLR 
GVREYELKNRAYLQGQIGNPEGDDKPNKKYYDPRVWLR 
GIRDYILNNIDYLRSQVGNPEGPNKPNKKKYDPRVWIR 
GVRDYVLKYKDYLMTPVGNPEGADKPNKKKFDPRVWIB 
GIRDYVLNKKDYIMSPVGNPEGPEKPNKKFFDPRVWVR 
PIVSBMFENYNGVLKIDGEVG-----NKKAYDPRSYMK 
EIRKYIESN------------KDLDLNKKGYDPRKLLK 
AlREYV------------EAKKDLDTBNKGYDPRKLLK 
ETRRMF------------------QENSDLYEPRGYLT 
AV------------------RETLAAKPDEYDPRKYLG 
ATRKFARDYEA---------NEAEYDKKKLFDPRKFLA 
AVRELL------------------AKDPNVYDPRKIIG 
AVRELL------------------AKDPNVYDPRKIIG 
ALKNYL------------------TEBPEATDPRDYLQ 
AVKAWF------------------AENPQGNDPRYYMR 
AIRRV------------------GAKNKSEFDPRKFMA 

Figura 15. Alineamiento de aldolasas. alCecoli Escherichia eoli, alChaein Haemophilus 
influenzae, alCcamje Campylobacter jejuni, alCneucr Neurospora crassa, alCschpo Bacíllus 
subtilis, alCyeast Saccharomyces cerevisiae, alf_corgl Corynebacterium glutamicum, alCmycge 
Mycoplasma genitalium, alCmycpn Mycoplasma pneumoniae, alf2_bacsu Bacíllus subtilis clase 
2, alf1_bacsu Bacillus subtilis clase1, alCstrpn Streptomyces pneumoniae, alCbacst Bacíllus 
stearothermophílus, gatLecoli tagatose·bisphosphate aldolase gaty, agaLecoli tagatose· 
bisphosphate aldolase agay, alCxanfl Xanthobacter flavus, alf2_rhoca Rhodobacter. 

De las mutantes obtenidas por PCR mutagénica que fueron secuenciadas, se encontraron 

secuencias que corresponden al gen silvestre y secuencias con cambios silenciosos o 

cambios en los residuos que no son conservados. B crecimiento de estas mutantes en las 

diferentes concentraciones de glucosa fué similar al silvestre, lo cual indica que la mayoría 

de las cambios logrados en las variantes recuperadas no modifican de forma considerable 

la actividad de la enzima, ya que el crecimiento de éstas fué igual al de la cepa 

complementada con el gen silvestre. Sólo la mutante N324S presentó menor actividad que 

el gen silvestre. Al observar el alineamiento se ve que la asparagina 324 en E. coli está 

cambiada por histidina y aspártico (H y D) en otros organismos. Con base en la estructura 

de la proteína se pudo determinar que este residuo se ubica en el asa entre las hélices a 10 

Y a11, por el cual se forma el dímero, es probable que la presencia de este tipo de residuos 

orienten la localización del asa. B cambio de asparagina a serina podría causar una 

modificación en la estructura del asa, ya que la serina ocupa un menor volumen, lo cual 

podría dificultar la dimerización de la enzima disminuyendo la actividad. 

Las mutantes generadas presentan diferentes niveles de actividad y se vió reflejado en el 

crecimiento en diferentes concentraciones de glucosa en medio sólido (ver resultados 
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Fig.12 Y Tabla 1 ). Se establecieron las concentraciones de glucosa que pueden soportar 

las mutantes con respecto a cuatro concentraciones celulares. Si se tiene en cuenta los 

fenotipos observados al crecer las variantes en glicerol, las actividades reportadas en la 

literatura y la implicación de los residuos modificados para actividad, no es difícil ver que 

las mutantes de menor actividad (cambio en arginina 331), son las que más se parecen a la 

cepa de selección que sólo porta el plásmido (fba·pUC18). En el cultivo directo (5 X 105 

UFC/¡.LI) y en la concentración celular de 5 X 10' UFC/¡.LI no se alcanzan a ver diferencias de 

actividad ya que la cepa con pUC18, R331A y R331E crecen hasta 10011g/ml en la primera, 

y hasta 1119/ml en la segunda concentración celular. Las diferencias se observaron en las 

menores concentraciones celulares, donde se recuperaron colonias aisladas y fué posible 

diferenciarlas (Tabla 3.): en 500 UFC/I1I, fba- pUC18 crece hasta 200 ng/ml de glucosa y las 

mutantes crecen hasta 900 (R331A) y 600 (R331 E) ng/ml de glucosa, en 5 UFCI¡.¡J el pUC18 

crece hasta 100 ng/ml de glucosa, y la mutantes en 600 (R331A) y 200 (R331E) ng/ml, es 

decir que estas variantes están delimitando la capacidad de identificar un nivel de actividad 

de aldolasa muy bajo. 

TABLA 3. CRECIMIENTO DE LAS MUTANTES EN GLUCOSA 

Variante 5 X 105 UFC/111 5 X 10' UFC/111 500 UFC/111 5 UFC/111 

fba- puc 18 1OOIlg/ml 111g/ml 200 na/mi 100 na/mi 

fba- pfball 1 malml 1 mg/ml 1 mg/ml 1 mg/ml 

V299G 1 mg/ml 100 e/mi 111g/ml 111g/ml 

R331A 1OOIlg/ml 111g/ml 900 na/mi 600 ng/ml 

R331E 1OOIlg/ml 1 lIg/ml 600ng/ml 200nlml 

N324S 1 mg/ml 100 g/mi 1 lIg/ml 111g/ml 

Con respecto a las mutantes V299G y N324S que son más activas que las mutantes del 

residuo 331, las diferencias son notables ya que cada concentración celular presentó 

crecimiento a concentaciones de glucosa superiores en uno o dos órdenes de magnitud 

con respecto al pUC18. Estos datos penmitieron establecer las condiciones para 

seleccionar. Es posible recuperar actividades de aldolasa muy bajas empleando el medio 

sólido a concentraciones de 500 ng/ml de glucosa y concentraciones celulares bajas, para 

evitar el efecto cooperativo. Este efecto se observa con frecuencia en los sistemas de 

selección, como en la selección para la actividad de ~-Iactamasa donde las bibliotecas 

fueron transfonmadas y plateadas en una alta densidad celular. Se encontraron colonias 
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que expresaban p-Iactamasa inactiva, esto se debió a que las colonias que producen 

enzimas activas ayudan a las vecinas a destruir el antibiótico en el medio de cultivo 

(Fastrez, 1989). Esto también podría suceder en el sístema de selección para la actividad 

de aldolasa, ya que una alta densidad celular podría tomar la glucosa presente en el medio 

intoxicándose la mayoría y algunas células tendrían posibilidad de sobrevivir utilizando el 

glicerol o los casaaminoácidos como fuente de carbono. Por esta razón se debe 

seleccionar empleando concentraciones celulares de aproximadamente 1 X 106 UFC 

reduciendo este tipo de problemas. 

Por medio de las cinéticas de crecimiento se logró establecer las diferencias de actividad 

entre las mutantes calculando la velocidad específica de crecimiento en los medios liquido 

con glucosa (1 y 10 ~g1ml) y liquido LB. Las curvas del crecimiento de la cepa 

complementada (Iba" con pfball) muestra una velocidad de crecimiento menor que la JM101 

con el pUC18 en presencia de glucosa y en LB, como ya se vió en medio sólido con glicerol 

(debido a las razones anteriormente analizadas de la presión metabólica a la que está 

sometida la célula), mientras que la cepa silvestre tiene la ruta glicolítica completamente 

funcional. 

En las cinéticas de crecimiento en 1 ~g/ml de glucosa, se vió que las células transformadas 

con las mutantes pueden crecer y no hay variaciones considerables con respecto a la 

cepa complementada con el gen silvestre y a Iba" con el pUC18: ésto se ve reflejado en las 

velocidades especificas de crecimiento (Tabla 2). La Iba" también puede crecer en esta 

concentración, lo cual puede ser explicado porque la concentración de glucosa es muy 

baja. Las células que alcancen a sobrevivir pueden emplear el glicerol presente en el medio 

para duplicarse. Lo anterior es confirmado porque el incremento de la concentración de 

glucosa a 10~g1ml e incluso el medio LB, produce la inhibición del crecimiento de Iba" y la 

disminución de la velocidad especifica de crecimiento. 

La células transformadas con las mUtantes de Iba 11 en el residuo 331 que disminuyen 

drásticamente la actividad, crecen ligeramente mejor con respecto a la Iba". 8 

comportamiento de la mutante R331E de más baja actividad, es muy parecido al de la cepa 

de selección (Iba") en los tres medios empleados (Gráficas 2, 3 Y 4.), las diferencias se 

ven a las 24 horas de crecimiento donde la densidad celular de la mutante se incrementó 

mientras que la cepa de selección permanece prácticamente constante, sin embargo, las 

diferencias entre las dos pueden ser detectadas en medio sólido como se observó en el 

crecimiento en diferentes concentraciones de glucosa (Fig. 12), ya que la actividad de la 
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mutante permite el crecimiento en concentraciones bajas de glucosa, pero en este caso 

limita la velocidad de trasformación de la glucosa y se ve reflejado en la velocidad de 

crecimiento. 

Por otra parte las mutantes que retienen un mayor nivel actividad de aldolasa, presentan 

velocidades específicas de crecimiento superiores a las de fba' con pUC18 en 10Ilg/ml de 

glucosa y en LB. Es decir que el crecimiento se relaciona con el tipo de cambio producido 

en la enzima, es decir que la sobrevivencia y crecimiento celular observado puede ser el 

resultado del nivel de actividad que las mutantes de aldolasa pueden retener. 

Al cuantificar la actividad enzimática de las mutantes con el kit de aldolasa, se presentaron 

dificultades en la determinación ya que los resultados no fueron reproducibles para 

determinar actividades bajas. Por el contrario, las actividades de la cepa silvestre (JM101) 

y la complementada fba' pfball, siempre fueron fácilmente detectables, siendo la 

complementada con pfball superior a la JM101, como ya se había observado en la 

expresión de proteínas, debido al mayor número de copias el gen. Las razones de la 

variabilidad puede ser porque el kit esta diseñado para diagnóstico en muestras de sangre, 

y no presenta tanta sensibilidad para cuantificar actividades tan bajas como las de las 

mutantes. Es claro que los resultados obtenidos no tienen correlación con las constantes 

cinéticas reportadas para las mutantes de menor actividad (modificación en R331 Qamar et 

al., 1996). 

Kcat (mM) Km (min·1
) 

Silvestre O.19±O.O3 490.0±26 

R331A 5.HO.7 17.1±1.4 

R331E 10.0±2.8 3.7±O.4 

Es muy probable que estas actividades tan bajas requieran de métodos más sensibles. Por 

eso es recomendable que la actividad enzimática de las proteínas que sean recuperadas, 

se purifiquen previamente para determinar las constantes catalíticas de las enzimas 

identificadas. 

7.4. Reconstrucción de la recuperación de variantes en el sistema de selección 

Se ha visto que no siempre los sistemas de selección pueden identificar actividades 

enzimáticas que aparentemente deberian permitir la sobrevivencia de las células (Fastrez, 

1989), como ocurrió en la selección de anticuerpos catalíticos. En la primera etapa se 
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encontró un anticuerpo con actividad catalítica para convertir corismato a prefenato, un 

paso crucial en la biosintesis de aminoácidos aromáticos; este anticuerpo complementó la 

auxotrofía en una cepa de E. eoli. El gen que codificaba para el anticuerpo luego fué 

expresado en el citoplasma de una levadura carente de la actividad de la enzima corismato 

mutasa. La actividad del anticuerpo es 5,000 veces menor que la actividad silvestre y fué 

incapaz de rescatar a la célula hospedera en el medio de selección (Tang et al., 1991). La 

aparición de colonias carentes de actividad en los medios selectivos es otro problema de 

los sistemas de selección como se describió al anteriormente. Por estas razones la cepa 

fba- fué probada para observar estos dos problemas comunes en la selección directa_ 

El sistema de selección pueder ser utilizado cuando se busquen variantes de muy baja 

actividad, las cuales serán generadas en las primeras etapas de una migración catalítica o 

en los pasos de incremento de actividad enzimática. Como hemos visto lo ideal es que 

aquellas variantes que no complementen la actividad, no sean falsos positivos en el medio 

de selección, ya sea por las adaptaciones de la célula o por el efecto cooperativo_ 8 

sistema de selección desarrollado presenta este problema en una baja proporción, pero 

permitió que las mutantes como V299G (tiene 8 % de actividad de la silvestre) se 

recuperan a las 24 horas, y que las menos activas se recuperaran las 48 horas, éstas son 

colonias pequeñas, fenotipo que puede ayudar a diferenciarlas del ruido de fondo. 

La presencia de falsas positivas podrán ser evaluadas por el crecimiento en diferentes 

concentraciones de glucosa a varias concentraciones celulares frente al control negativo 

(fba- con el vector) y al control positivo (fba- con R331), ya que es una manera efectiva de 

descartar las variantes sin actividad. Una vez recuperadas las variantes activas, éstas 

deberán ser retransformadas para confirmar la actividad. 

En sistema de selección puede ser utilizado de las siguientes formas: 

Trabajando a baja densidad celular, plateado alrededor de 5 X 10' células por caja en 300 

ng/ml glucosa_ Trabajando a alta densidad celular: plateando hasta 1 X 106 de células por 

caja en 500 ng/ml glucosa, será pOSible recuperar células con una eficiencia catalítica 

7,000 veces menos activas que la silvestre, las cuales se observarán entre las 36 y 48 

horas como colonias pequeñas. Si se buscan mutantes más activas fácilmente se podrán 

diferenciar por el tamaño de la colonia ylo por el crecimiento celular en concentraciones 

mayores de glucosa a las 24 horas de crecimiento. 
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Otra alternativa para rescatar las mutantes de muy baja actividad de aldolasa es el empleo 

de sistemas de expresión inducibles o con promotores fuertes tipo TRC (Makrides. 1996). 

los cuales incrementan el nivel de expresión de la proteina y podrian conferirle a la célula 

una ventaja para sobrevivir en glucosa. incluso en una concentración mayor de glucosa y 

es probable que esto disminuya el ruido de fondo de aquellas variantes totalmente 

inactivas. 
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8. CONCLUSIONES 

_ Se logró la clonación de los genes de fructosa 1,6-bisfosfato aldolasa clase I y " de 

E.coli, ambas contrucciones demostraron tener actividad y complementar la actividad en la 

cepa de selección 

_ Fué posible hacer la construcción de la cepa de E. coli sin la actividad de fructosa-1 ,6-

bisfosfato aldolasa clase " (bao, la cual es fácilmente reconocible por su fenotipo: 

resistencia a kanamicina, sensibilidad a concentraciones de glucosa superiores a 500 

ng/ml. 

_ Se verificó que la cepa se complementa con la actividad del gen silvestre y también con 

genes que codifican para la enzima con actividad reducida. Las mutantes menos activas 

que fueron obtenidas por la modificación en el residuo R331 comprometido en la formación 

del drmero y en el reconocimiento del sustrato, permiten el crecimiento celular en 

concentraciones muy bajas de glucosa. Estas dos mutantes representan los límites de 

detección de la actividad en el sistema de selección y evidencian la efectividad del sistema 

para detectar actividades tan bajas. 

Con la determinación de las condiciones en las cuales el sistema de selección puede ser 

empleado para detectar la actividad de la aldolasa, se puede tener confiabilidad en la 

recuperación de variantes de baja actividad. Lo más recomendable es utilizar diferentes 

condiciones de selección, de acuerdo al grado de incremento de actividad que se vaya 

logrando, al inicio, se buscará la recuperación de actividad vestigiar, donde es 

recomendable emplear concentraciones celulares bajas (entre 5 X 10' Y 1 X 105 UFC) para 

evitar que por una alta densidad celular puedan crecer y dar falsos positivos. Cuando se 

busquen actividades mas robustas se podrá incrementar la concentración de glucosa y el 

número de células teniendo en cuenta que fué posible recuperar la mutante menos activa 

de 1 millón de células inactivas en la concentración de 500 ng/ml. 
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