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RESUMEN, 

A partir de las bacterias lacticas, la producción de 

proteínas por ingenieria génetica de interés biotecnológico es 

factible, ya que se consideran microorganismos 11 GRAS 11 (Generally 

Regarded As Safe), es decir, que pueden ser consumidos por el 

hombre sin riesgo para su salud. A pesar de que las bacterias 

lacticas son utilizadas ampliamente en diversas fermentaciones, 

apenas inician los estudios genéticos del género Lactobacillus. 

Lactobaclllus amylovorus es utilizado en procesos de 

ensilaje para la conservaci6n de granos. Esta cepa produce 

alfa-amilasa, la cual le permite utilizar el almidón de los 

residuos vegetales como fuente de carbono durante su crecimiento. 

Una biblioteca gen6mica consta de la construcción de vec

tores que contienen fragmentos del ONA genómico de un organismo 

en particular. Estas construcciones son mantenidas en una pobla

ción de organismos adecuados , como bacterias y bacteriofagos. 

La construcción de una librerla genómica de este microor

ganismo es importante, en primera instancia para la preservación 

de su material genético en una forma accesible y posteriormente, 

para la clonaciór~ de genes que puedan tener importancia industri

al o en la investigación básica. La construcción del banco se 

realizó en los vectores lambda gtlO y lambda gtll , ambos 

vectores pueden contener fragmentos de 7~b. El número de fagos 



recombinantes necesarios para tener representado el genoma de lu. 

amvloyorus se estim6 en 5.74 x 103 pfu con fragmentos insertados 

de 6Kb. Se obtuvieron bancos primarios en lambda gtll con titulas 

del orden de 10 pfu /ml pero con una eficiencia del 60% al aot 

Sin embargo, al amplificarse los fagos recombinantes se 

observ6 inestabilidad en la conservaci6n del fragmento del genoma 

de ~.amvloyorus. Los bancos primarios construidos en lambda gtlO 

presentan también t1tulos del orden de 1-2 x 105 pfu /ml pero la 

eficiencia del nOmero de recombinantes fue hasta del 94%, además 

de presentar gran estabilidad. En cuanto a la representaci6n 

real del banco se obtuvieron 14 placas de lambda gtlO recombi

nantes, entre 40 ooo que fueron probadas, estas 14 placas expre

san actividad de Beta-galactosidasa. 



J:. -J:llTRODUCCJ:ON 

1.1.-BACTERJ:AS LACTJ:CAS 

Ciertos tipos de microorganismos se han utilizado en la 

preparaci6n y procesamiento de alimentos para los humanos. 

Muchas de estas fermentaciones representan las técnicas antiguas 

para la conservaci6n de alimentos, ya que se han llevado a cabo 

desde hace 8000 afios (Steele, 1992). 

Los alimentos fermentados son productos aceptables para ser 

ingeridos sin necesidad de cocci6n, los cuales se preparan a 

partir de materiales crudos o semitratados. Estos adquieren 

propiedades características de textura, aroma, sabor, consisten

cia y color, debido a la actividad biológica de microorganismos 

que se encuentran presentes durante la fermentación (Hammes, 

1990). Las bacterias acidolácticas participan en numerosas 

fermentaciones de alimentos provenientes de fuentes agr1cola.s 

y ganaderas tales como: vegetales, cereales, carne y diferentes 

productos lácteos (Venema and Kok, 1987). Las bacterias lácti

cas usadas en la preparación de alimentos fermentados y bebidas 

pertenecen a los géneros Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, 

Pediococcus y Streptocgccus. 

Las bacterias lácticas provocan por su producción de ácido 

láctico, la acidificación de la fermentación, ¡• de esta manera 

puede restringir el crecimiento de otros microorganismos que 

pueden resultar patógenos para el hombre. Generalmente, las 

bacterias lácticas se consideran como organismos GRAS 



BACTERIAS LACTICAS 

("Generally Regarded As Safe") o de grado alimenticio para el 

hombre. Esto las hace interesantes para la explotación comercial 

en la producción de proteínas heterologas (Venema and Kok, 

1987). 

PERMENTAC:tONES LACTEAS 

Las propiedades metabólicas de las bacterias lácticas les da gran 

importancia en la producción de quesos debido a que disminuyen el 

potencial de oxido-reducci6n, por su sistema de enzimas proteo-

11ticae, autolisis, calidad nutricional del autolisado y la 

presencia de enzimas lipol1ticas ( Olson, 1990: Steele, 1992). 

Actualmente, se conocen aproximadamente 4000 variedades de 

quesos provenientes de la leche de nueve especies de mam1feros 

domesticados (vaca, bQfalo, oveja, cabra, yeguas, camellos, y 

cebd entre otras), y cada afio se incrementa, el consumo de pro

ductos lácteos fermentados (Kroeger, 1982), como el yogurt, 

kefir, kaumiss y yakult. 



BACTERIAS LACTICAS 

1.1.2.-FERMENTACIONES DE VEGETALES 

Otras fermentaciones donde participan las bacterias lácticas 

son las que se realizan con vegetales, la acidificaci6n, el 

cambio de.textura, y de color les preserva. Gracias a estas 

fermentaciones se remueven componentes indeseables en la materia 

cruda como los azücares, hemoaglutininas, glucosinulatos, e 

inhibidores de proteasa (Hammes, 1990), que provocan la flatulen

cia en el ganado. 

1.1.3.-FERMENTACIONES DE LA CARNE 

Las bacterias lacticas tienen importancia durante la fermen~ 

taci6n de cArnicos , por ejemplo en la producci6n de embutidos, 

ya que la carne requiere de especiales medidas de almacenamiento 

por su facilidad de contaminarse por microorganismos (Hammes ¡¡.!;. 

ll.l., 1990). Las bacterias lácticas evitan la contaminación debido 

a su acci6n antimicrobiana. 

1.1.4.-PRODUCCION DE ANTIBIOTICOS 

Existen antibi6ticos producidos por muchas cepas de bacte

rias lácticas. Estas tienen la capacidad de producir sustancias 

5 
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antagonistas de naturaleza proteica (bacteriocinas) que presentan 

actividad antimicrobiana, lo que ayuda en la preservación de 

alimentos, sin tener que utilizar conservadores qu1micos. Se han 

reportado algunos géneros que producen sustancias inhibidoras 

del crecimiento de hongos (Batish §!!; l!l, 1989). Por ejemplo, la 

nisina y Pediococcina A pueden ser utilizados como conservadores 

de alimentos, ya que presentan actividad contra gram-positivos, 

en particular los formadores de esporas. 

Se han caracterizado solo en el género Lactobacillus ªº1.= 

~ antibióticos como lactobacillina, lactocidina o acidoli

na, lactocina F. (Sabine, 1963) y acidofilina (Shahani et l!l., 

1976). En otros géneros también se producen antibióticos; 

el bulgaricano producido por Lactobacillus bulgaricus ( Reddy and 

Shahani,1971), las lactocinas del tipo A,B,M de Lactococcus 

~ y leucocina A , de Leuconostoc ~, pediocina PA-1 de 

Pediococcus acidalactis, (Gasson, 1993). La reducción de pH, y 

la remoci6n de grandes cantidades de azücares requeridos para el 

crecimiento de bacterias lActicas, estas son acciones primarias 

para la inhibición del crecimiento de otros microorganismos. 

6 
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ACCIONES ANTIHICROBIANAB 

Las bacterias lácticas producen también otras sustancias en 

pequefias cantidades que son inhibidoras de la prolif eraci6n de 

otros microorganismos. Entre ellos el peróxido de hidrogeno, 

diacetilo, hipotiocianito, Microgard (preparado comercial) y 

reuterina (Oaeschel, 1989). 

1.1,6.BENEFICIOS A LA SALUD 

A las bacterias lácticas se les atribuye ciertos beneficios 

para la salud • El &cido l&ctico es importante para facilitar la 

digestión de las prote1nas de la leche, al incrementar la asimi

lación por el hombre del calcio, fósforo y hierro. La fermenta

ción láctica aumenta la secreción de jugos gástricos, reduciendo 

el tiempo de digestión, y es una fuente de calorías para procesos 

de la respiración celular (Amer and Lammerding, 1983). Entre los 

beneficios a la salud otorgados por el consumo de alimentos 

fermentados por bacterias lácticas, se han reportado: actividad 

anticancerosa ( Bogdanov and Daley, 1975; Esser ~ ª-1., 1983), 

efecto anticolesterolémico (Mann, 1977 a y b), degradación de 

nitrosaminas (Rowland and Grasso, 1975), para el tratamiento de 

desordenes gastrointestinales (Hill .!!l; .il.l, 1970), inmunocompe-

7 



BACTERIAS LACTICAS 

tencia (Simone .!!.t. .il..l., 1986) y entre otros: la curaci6n de esco

riaciones en cáncer de piel, infecciones orales, eczema y reduc

ci6n de las caries dentales. 

1.2.-Lactobacillus 

En los productos fermentados antes mencionados, el género 

Lactobacillus juega un papel importante. Los lactobacilos se 

identifican como gram positivos, no formadores de esporas, cata

lasa negativos, usualmente no móviles y no realizan reducción de 

nitrato (Kandler and Weiss, 1986). Los lactobacilos en muchas 

especies son redondos, forman cadenas y usualmente alargados. 

Ellos son microaerof1licos (algunos anaerobios estrictos), 

fermentan azocares para producir ácido láctico (Frazier and 

Westhoff, 1989) •. Los lactobacilos se dividen en dos grupos: 

homofermentativos, si producen al menos el 85% de ácido láctico 

desde glucosa; o heterofermentativos si producen ádemas de ácido 

láctico, óxido de carbono , etanol ,diacetilo, aceto1na, 2,3 

butanediol , acetaldehido y/o ácido acético ( Starr ~ .i!.l, 

1981). La presencia o ausencia de fructosa 1 1 6 bifosfato aldola

sa es responsable de la diferencia entre horno- y heterofermenta

tivos; los heterofermentativos no tienen esta enzima, pero tienen 

una fosfocetolasa para romper hexosas y pentosas ( Kandler, 
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1983). Aunque se ha visto que la regulaci6n del catabolismo de 

carbohidratos es sensible a cambios del pH, modificandose as1 

los productos finales; los lactobacilos homofermentativos , 

pueden ser heterofermentativos en condiciones de alcalinidad 

(Tseng and Montville, 1993). Los lactobacilos tienen eficientes 

rutas de fermentación, acopladas eficientemente a fosforilaci6n 

por sustrato. Aunque no tienen superoxidodismutasa, catalasa o 

sistema de citocromos para realizar la fosforilaci6n oxidativa 

poseen en cambio flavin oxidasa, peroxidasas y una catal1sis 

primitiva para la remoci6n del radical super6xido (Kandler,1983). 

Algunos lactobacilos requieren manganeso como cof actor para 

sistemas enzimaticos como el de la lactato deshidrogenasa, RNA 

polimerasa y manganicatalasa, también para remover radicales 

super6xido y degradaci6n de per6xido de hidrogeno (Archibald, 

1986). 

1.3.-Lactobacillus amylovorus 

Lactobacillus amylovorus fue aislado de desperdicios de 

cereales (Nakamura,1981). Estas bacterias crecen en cadenas 

cortas, produce ácido láctico y pequefias cantidades de ácido 

acético, no forma gas (Co 2 ) al metabolizar la glucosa Y son 

negativas las actividades de oxidasa, catalasa y de reducción de 

nitratos. 

9 
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su cr~cimiento se lleva a cabo a 45•c pero no a is·c, pro

duce al metabolizar la glucosa una mezcla racémica de ácido 

láctico D y L en iguales proporciones • El promedio de contenido 

de guanina y citosina es de 40.4 t, las colonias crecidas en 

agar presentan un aspecto blanco,opaco y convexo. Esta cepa es 

susceptible a la presencia de sos al 0.4% y NaCl al 8%, y crece 

bajo condiciones anaerobicas en un pH inicial de 4.5 a a. ~

amvloyorus tienen requerimientos de ácido pantoténico, ácido 

f6lico, ácido nicot1nico y riboflavina para crecimiento (Nakamu

ra, 1981). 

Aunque muchos lactobacilos presentan buen crecimiento en 

leche descremada, esta especie, as1 como otros lactobacilos 

amilol1ticos ( L· amylophilus (Nakamura and crowell, 1979) y L· 

cellobiosus ( Sribir and Chakrabarty, 1984; 1987 )) no acidifican 

la leche. 

Se ha reportado que esta cepa secreta una alfa-amilasa de 

alto peso molecular (Imam .!!!;. J!.l, 1991),que presenta un pH 6ptimo 

entres y s.s, temperatura óptima de 60-GS"c y un peso molecular 

de aproximadamente 140 KDa. (Burgess-Cassler and Imam, 1991; 

Castillo §l;. !!.1, 1993). 

La bacteria presenta adhesión a los gránulos de almid6n 

10 
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insoluble (Imam and Harry-onkuru, 1991). Una aplicación de estas 

propiedades, ser!a la degradación de plásticos manufacturados con 

almid6n (Imam and Gould, 1990). Esta cepa tiene también tiene 

una importante producci6n de ácido láctico a partir de la degra

dación de almidón, eliminando el paso de prefermentaci6n sacari

ficada, y es similar a la obtenida por Lactobacillus delbrueckii 

B-445 que utiliza glucosa ( Cheng .!lj; lll, 1991). 

Se ha determinado que la alfa-amilasa se encuentra codifi

cada en el cromosoma, la cepa no presenta plásmidos pequeños, 

aunque sl se ha reportado la presencia de un plásmido criptico de 

aprox. 3 megapares de bases (Bohanon, 1985). 

Se ha clonado el gen de alf a-amilasa en un vector transbor

dador para E. SJ2li y Lactobacillus (pLPCR2) en un fragmento de 

6 kb. El gen se expresa y su producto se secreta en E. !<.Qli y 

Lactobacillus ~ 102$ (Jorey and De Parais, 1993) • 

La presencia de alfa-amilasa en esta cepa la hace impor

tante, ya que son pocas las especies de bacterias lácticas con 

propiedades amilol1ticas. En procesos de ensilaje , resulta una 

ventaja la conversi6n directa del almid6n a azúcares de bajo peso 

molecular y ácido láctico, con la subsecuente calda de pH y 

preservación de los productos ensilados. Además, dichos productos 

tienen un alto nivel nutritivo para el ganado (Scheirlink .!!.!; Jl.l, 

11 
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1989). Sin embargo, la adici6n de una fuente carbonada adecuada 

para bacterias lácticas o de enzimas hidrollticas, hace in-

costeable el proceso. De las cepas con estas ventajas, la clona

ción de genes de alfa-amilasa es de utilidad para el mejoramien

to de su actividad y producci6n de tales enzimas. En este mismo 

sentido actualmente ya se han realizado trabajos para la expre

si6n de genes heterologos en cepas de bacterias lácticas (Scheir

linck ~ ll.l, 1989; 1990). 

Ultimamente la busqueda de bacterias lácticas con estas 

ventajas ha aumentado. Se han reportado Lactobacillus con activi

dad amilolltica (Nakamura and crowell, 1979, 1981; Sribir and 

Chakrabarty 1984; Giraud et ª1,, 1991). Las cuales pueden tener 

varias aplicaciones en distintas fermentaciones amiláceas (Giraud 

.§.t. al,1991; Koch, 1989; Adler-Nissen, 1987) además de procesos de 

ensilaje como el de alfalfa, malz (Lin ~ ll.l, 1992) o en fermen

taciones combinadas con pescado y cereal (Lindgren and Refai, 

1984) • 

1.4.-BIBLXOTECAS GENOHXCAS. 

El aislamiento de genes de copia única, se ha resuelto 

utilizando técnicas de DNA recombinante. En principio si son 

clonados fragmentosde DNA gen6mico y si el número de clonas es 

tan grande como para representar la secuencia completa, algún 

12 
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gen puede aislarse por hibridaci6n con una sonda espec1f ica 

(Young and Davis, 1983). Se ha demostrado la factibilidad de 

construir bibliotecas desde el DNA de organismos con genomas pe

quenos como Drosophila o levaduras (Maniatis ~ ª1, 1978). 

Una biblioteca gen6mica debe contener secuencias de DNA 

que representen al genoma completo, y que puedan mantenerse 

estable. Esta biblioteca gen6mica debe también contener un 

número manejable de clonas superpuestas, es decir, clonas que 

contengan fragmentos de una misma secuencia. Esta superposición 

de clonas facilita el seguimiento del genoma en regiones adya

centes, e incluso pueden utilizarse directamente para el segui

miento del DNA genómico de genes completos, para evitar el mapeo 

de restricción (Sandford and Elgar, 1992). Esto es posible por 

la excisión de secuencias libres del vector que pueden utili

zarse como sondas radioactivas. 

Uno de los mayores problemas en ia construcción de una 

biblioteca genórnica, es la generación de un gran nümero de clonas 

recombinantes. Las estrategias básicas para resolver este 

problema, son el minimizar el número de clonas necesarias incor

porando largos fragmentos de ONA genómico , y maximizar la ef i

ciencia de clonación usando vectores basados en bacteriófagos 

lambda (Ausubel et Al, 1991). Las caracteristicas deseables en 

una biblioteca genómica se presentan en la tabla l. 
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tabla l. CARACTERISTICAS DE UNA LIBRERIA GENOMICA. 

• Que contenga aecuenclaa repreaentatlv•• de DNA gen6mlco, 

• Que tenga un n4mero maneJ•bl• da clonH traaa.pado1. 

• .Oue I011 fragmento• Han clonadoa con g•n• completo11 HI 
como aua aecuencla1 nanquHdor••· 

• Qua loe fragmento• •••n da tamaflo adecu1do para 1u anaU· 
•'8 por rMtrlccl6n. 

• Qua aH ''ºº de conatrulr a partir da paqu•fi•• c.ntlda· 
dM de material. 

• Qua la• aecuanclaa da lnterh 1Hn f6cll• de analizar, 
•por hlbrldac16n1 PCR, axprnl6n, etc. 

• 'Qua HA aat.bl• par1 almacanaraa por tltmpo prolongado aln 
gran p6rdldll do lttulo, 

• Qua Ha f6cll da ampllftcar aln p6rdld• da matorlal o una 
repraHnt.elón Inadecuada, 

• Qua aea adecuado para al al11amlonto do ganoe da copla 6nlca. 

(JandrlHk et al, 1987) 

1.4.1.-REPREBENTACION DE UNA BIBLIOTECA GENOMICA. 

Casi siempre el fragmento de interés representa solamente 

una pequeña fracción del total del DNA genómico. El tamaño de 

una biblioteca genómica completa a partir de DNA genómico, debe 

asegurar que la representación de una secuencia en particular 

esta determinada por el tamaño de los fragmentos clonados y el 

tamafto del genoma del organismo. 

El DNA de organismos superiores es muy complejo, un genoma 

haploide de un mam1fero contiene aproximadamente J x 109 p.b. Si 

el fragmento de interés es de JODO p.b., este fragmento comprende 

solo una parte en 106 de una preparación de DNA (Ausubel l!.I;. ll.l , 

1991). 

14 
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Aün as!, debe tomarse en cuenta que si todos los sitios de 

restricci6n del DNA gen6mico pueden digerirse al mismo tiempo. 

La incorporación óptima de secuencias , se observa cuando el 

tamafio promedio de los fragmentos es aproximado al tamafio prome

dio de los insertos presentes en una muestra de clonas. 

La heterogeneidad en la digesti6n por parte de las enzimas 

de restricci6n reduce la fracción incorporada, y una subdigesti6n 

proveé mayor representación de las secuencias con distintos 

sitios de corte en una misma preparación. En este caso, la 

representación en bibliotecas construidas a partir de digestiones 

parciales, no solo depende del tamafio del inserto, sino también 

del grado de digesti6n parcial (Seed et al,1982). De esta 

manera se favorece la formación de clonas con insertos que se 

traslapan entre s1. 

Clarke y Carbon (1979) han publicado una f6rmula para calcu

lar el tamafio necesario de una biblioteca gen6mica , para tener 

posibilidad de obtener un gen en especifico. En esta f6rmula , 

el nWnero de clonas independientes, N, que necesitañ probarse 

para aislar una secuencia en particular con probabilidad P, es 

obtenido por: 

N= ln (1-P)/ln[l- (I/G)J Ec. 1 
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cuando X es el tamafio promedio de los fragmentos clonados 

exprBsados en pares de bases ( pb.) y o es el tamaño del genoma 

del organismo. En general, para tener un 99% de probabilidad de 

aislar una secuencia deseada, el nümero de clonas probadas debe 

ser tal que el total de pares de bases presentes en las clonas 

probadas (X x N) represente aproximadamente 4.6 veces el namero 

total de pares de bases en el genoma (G) (Seed ~ Jl.l, 1982). 

cuando, se conoce su mapa de restricción del fragmento 

deseado, se puede purificar, y as1 reducir considerablemente el 

tamafto de la biblioteca. También se ha presentado una fórmula 

que puede usarse para calcular el nümero de clonas recornbinantes 

necesarios para asegurar una alta probabilidad de obtener biblio

tecas gen6micas completas (Zinsel and Beatty, 1992). En esta se 

toma en cuenta la complejidad del genoma. 

Eo. 2 

Esta f6rmula se deriva de las siguientes conside~aciones, de 

estas se define el factor T: 

T= tamaño del rragmento (Kb)/Tamaño del genoma (Kb 

Este valor significa la probabilidad de encontrar un frag

mento en particular entre toda la población de clonas de una 
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biblioteca gen6mica. Cuando se requiere la expresi6n de un 

gen, el fragmento de DNA que contiene el gen de interés debe 

ligarse en un vector de expresión en la orientación correcta. 

cuando un fragmento puede ser insertado en dos orienta

ciones, y si la transcripción de dicho gen requiere del promotor 

del vector, el valor de T de expresión debe dividirse en 2. 

Además , el marco de lectura durante la ligación debe restau

rarse, por lo que existen tres diferentes modos de reacomodo 

dentro de un codón, de las cuales una corresponde al marco de 

lectura correcto. Entonces el valor de T tiene que dividirse en 

3, para comtemplar estas distintas situaciones. Es importante 

seftalar que la ecuación de Clarke y carbon, no asegura una 

probabilidad especlf ica de tener una biblioteca ~ompleta del 

genoma. si se desea crear una biblioteca completa que pueda 

preservarse y probarla en repetidas ocasiones para la selección 

de algQn gen. Se requiere una alta probabilidad, P, para que 

todos los fragmentos genomicos se presenten en la colecci6n de 

vectores recombinantes. Esto se obtiene por la aproximación: 

P= (1-11-TI" ]
1
rr 

conde n es el nGmero de clonas recombinantes requeridas. 

Tecnicamente si esta aproximación asume la independencia de los 
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vectores que pueden contener diferentes fragmentos, entonces el 

rearreqlo de la ecuaci6n queda: 

n=ln(1-P" l /ln(l-Tl Be. 2 

Para simplificar, ln(l-T) Q -T, se puede utilizar también: 

n=ln(1-P,. l/-T 

Con esta f6rmula se obtienen valores 2-4 veces mayores a los 

obtenidos con la ecuaci6n de Clarke y Carbon (1979), estos va

lores se elevan dependiendo del tamafto del genoma (tabla II). 

tabla. 11 DETERMINACION DEL NUMERO DE FAGOS RECOMBINANTES 
PARA LA CLONACION DE UNA SECUENCIA PARTICULAR 

ORGAHllllO DMA HAPLOID& #DI: CLONU #DE CLONAI #DI CLDHAI • IQUIVALIJI. 
CWIOlllCOC,OJ IHIEAT.200 .. IERT._. KQUlllC.2 TllGIHOllA. 

2.coU 4.2x10• 8.2.10' 4.3• 102 1.11,10• 11.7 
L /ac:Ua 2.85x 1o" s.11x10' 2.3x 1o' 3.7x10' 9.8 
S.ceNvlalH 1.4x101 3.2x1o' 2.8X104 8.0x1D" 13.3 IH-- 3.3x109 7.&x 1o' s.s x 1ff 2.2x10' 18,3 

(pb) ,.,.. de boMo, ~-n.) 1 ... no o IJagmonto Ugodo (oc.) ocuocl6n, (oqulvalonto ganoma) nW1! .. 
ro de fago. r.comblnlnt•• MC:eNrlo1 ptlra cubrtr •1 tamal'to del g1nom1, 
(KllllMr and Mwnr, 11115) 
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1.4.2.-ELECCION DEL VECTOR DE CLONACION. 

Se han desarrollado varias estrategias de clonaci6n para 

satisfacer los distintos requerimientos espec1ficos (tabla III). 

Aunque los protocolos de clonación se han disefiado para 

una variedad de sistemas hospederos, ~. &2.li. sigue siendo el más 

comdn, por las ventajas de que es un microorganismo bien estudia

do en los niveles de genética, fisiolog1a y biolog1a molecular. 

Muchos vectores de clonación se han disefiado para tener a 

~. lC2l.i como célula hospedera (Maniatis l!l< il.l, 1978). 

Los vectores plasrn1dicos son convenientes para la clonación 

de pequeftos fragmentos de DNA para su mapeo de restricción y el 

estudio de regiones reguladoras. Sin embargo estos vectores 

tienen una capacidad de insertos relativamente pequefta. Por lo 

que se requerir1a de una cantidad muy alta de clonas para la 

clonación de un gen especifico. 

tabla 111.VECTORES DE CLONACION. 

VECTOR TIPO EJEMR 

PLASMIDOSiCl.ONACION GENERAL_pBR322 
EXPRESION pUC18 

PARA PROMOTORES Y 
TERMINADOREB__pJAC4 

COBMIDOS pWE15,pWE11 

FABMIDOS pUC118,pSS 

SACTERIOFAGOS_f FIL.AMEmOSOB---"'13 
LDOCATENARIOB__f LAMBDA,P1, 

LcttARON 

(Old and Prlmrooo, 188&) 
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En segunda instancia, el manejo y preservación de estas clonas 

requiere de mucho tiempo. Los subcultivos repetidos de recombi

nantes pueden resultar en la pérdida de los insertos. 

Los c6smidos son plásmidos que contienen el extremo cos de 

Lambda, que le sirve para ser reconocido por las prote!nas de 

empaquetamiento. Tienen un tamaño de 4-6 Kb , y se han diseñado 

para la clonación de fragmentos muy grandes de DNA (40 a 50 Kb). 

Después del empaquetamiento in .Y.i.t.r..2, al infectar a la bacteria, 

se recirculariza el DNA, pero se duplica como un plásmido normal, 

sin expresar ninguna de las funciones del fago. Las células 

transformadas se seleccionan por marcadores de resistencia a 

antibi6ticos presentes en el c6smido (Old and Primrose, 1985). 

Los f ásmidos combinan propiedades deseables de plásmidos y 

fagos filamentosos, llevan el origen de duplicaci6n del plásmido 

pCol. El., y el sitio de integraci6n de lambda ( att), éste le 

permite al plásmido integrarse dentro del genoma del fago lambda, 

pudiéndose integrar más de 1 plásmido. Estos pueden comportarse 

ya sea como plásmido o como fago dependiendo de la cepa 

hospedera. Los insertos purificados a partir de estas partlcu

las, se usan como molde para la determinación de la secuencia 

nucleot1dica, mutagénesis dirigida o como sonda especifica ( Old 

and Primrose, 1985). 

Los bacteriófagos de ambos tipos ( filamentosos y de doble 
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cadena) se utilizan como vectores de clonaci6n. Los fagos fila

mentosos no son liticos, estos coexisten con las células infecta

das por algunas generaciones y son convenientes para la clonaci6n 

de genes que codifican para productos tóxicos. También se usan 

comunmente para la secuenciación y mutagénesis dirigida. 

Los bacteriófagos de doble cadena, principalmente los deri

vados de lambda, son herramientas muy ütiles por las siguientes 

razones: 

- Aceptan grandes fragmentos de DNA heter6logo, incrementándose 

las posibilidades de que contenga la secuencia de DNA correspon

diente a un gen completo. 

-El desarrollo y viabilidad de técnicas que ayudan a minimizar 

los problemas de fondo provocados por los vectores no recombi

nantes. 

-La posibilidad de probar al mismo tiempo, cientos de clonas en 

una caja de petri. 

-La facilidad de preservación de la biblioteca durante meses sin 

pérdida significativa en la formación de placas. 

1.5.-CICLO DE VIDA Y GENETICA DE LAMBDA. 

El extenso estudio que se ha realizado sobre la biolog1a del 

bacteriófago lambda , ha permitido que se lleven a cabo modifi-
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caciones en su genoma para hacerle un vector adecuado de clona

ci6n. El cromosoma del bacteri6fago lambda es una molécula 

linear de DNA de doble cadena, y un tama~o de 48,502 p.b. (Kaiser 

and Murray, 1985), del cual s6lo el 40 tes necesario para la 

propagaci6n del fago. 

Este DNA se presenta extensiones de cadena sencilla de 12 

bases en ambos extremos, éstas son complementarias entre si y son 

los llamados extremos cohesivos o cos. Durante la infecci6n , la 

extensi6n S'derecha (coa R), seguida por el genoma entero, entra 

en la célula hospedera. Ambos extremos ces se ligan por la 

propia ligasa de .E.. &211, formando DNA circular encadenado cova

lentemente, convirtiéndose en una estructura enrollada por la 

acci6n de la DNA girasa de la célula hospedera. Despües de infec

tar, comienza su duplicaci6n dentro del hospedero para la forma

ci6n de mültiples copias de su genoma. Por la expresi6.n coordi

nada de los genes del fago, se sintetizan los componentes protei

cos necesarios para el ensamblaje de part1culas maduras. El DNA 

del fago se empaqueta en la cápside y los fagos maduros son 

liberados durante la lisis de la célula hospedera (Fig. l). 

Alternativamente, el genoma del fago puede entrar en un 

estado latente (profago), mediante su integraci6n al genoma 

bacteriano por recombinaci6n en sitio especifico (att). Cambios 

ambientales y ciertas condiciones fisiol6gicas, pueden inactivar 
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el estado lisogénico y comenzar los eventos 11ticos. En los 

eventos liticos, el DNA circular del faqo es duplicado bidirec

cionalmente del modo de duplicaci6n Teta, después continúa con la 

~~ 
~.1i7e1~ ( r ~6gped Adición O. e R 

Cat:ab•m d• lego \

0
A ~ M1n1111nac:a1 

O
~pcrlall;111 

_. R 

A / 'LboQenle 
Replicación ~coi 

~=:C~onel)~ R A 

g ... """"" .. OOoL °'~·· .. , o-: ... :o/"' CromosotN 10 

!__-.¿_ d• E. col:n1eg<1ción 11 ücosión 

Replicación lardfa 
=:.~del clrculo gal N R coi A J blo 

"' 111 

Aephc1ción )uruo con 
el cromosoma d• E. C011 

t19. & Ciclo 4• vida 4iil baotedota90 lubda (Old •114 lrl• 
ro••• ltlSJ. 

duplicaci6n del circulo rodante para la sintesis de DNA linear y 

multimérico, unidos por las extensiones coa. La molécula 

linear se empaqueta en la cápside y despúes se corta en cada 

sitio coa por la acci6n de una terminasa, producto del qen A de 

lambda (Becker and Murialdo, 1990). 
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1.6.-BL BACTERIOFAGO LAllBDA COMO VECTOR DE CLONACION. 

El gran tamafio del genoma del fago lambda y su compleja 

órganizaci6n genética, fueron los problemas iniciales que se 

encontraron en la utilizaci6n de lambda como un vector de clona-

ci6n. El mayor obst6culo fue la presencia en su genoma de 

m6ltiples sitios de reconocimiento por parte de numerosas enzimas 

de restricci6n (Maniatis J!l< Jl.l, 1982). 

Inicialmente se minimiz6 el nfunero de sitios Eco Rl (Murray 

and Murray, 1974) y finalmente la clonaci6n de oligonucle6tidos 

con secuencias espec1f icas, 

restricci6n finicos. 

para proveerle de sitios de 

El segundo problema fue el requerimiento de un tamafto 

m1nimo y m~Kimo del genoma ( 38 y 53 Kb. respectivamente) para 

tener una buena eficiencia de empaquetamiento y para la produc

ci6n de fagos viables (Thomas !:.!< .11.l ,1974). La viabilidad del 

bacteriófago decrece cuando el genoma excede el 105\ o cuando no 

alcanza el 78' del genomas de lambda silvestre. 

La transferencia del vector a la cepa hospedera fue inicial

mente por medio de transfecci6n, en donde se ten1an eficiencias 

bajas, en comparación a los protocolos de transformación de 

pl~smidos. Por lo que se plante6 realizar el empaquetamiento in 

lLi!J:s¡ (Hohn and Murray, 1977). El empaquetamiento por las mezclas 

de 2 extractos de diferentes cepas, se basa en la complementaci6n 
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de distintas mutaciones ámbar de estas cepas en su sistema de 

empaquetamiento. cada una lleva la mutaci6n en un gen distinto, 

convirtiéndose en cepas lisogénicas. Estas se inducen y crecen 

por separado, para la s1ntesis de prote1nas necesarias para el 

empaquetamiento. Las prote1nas de empaquetamiento se han 

estudiado en detalle, la proteina E es el componente de la cabe

za, la prote1na D, se encarga del acoplamiento del DNA del fago 

en el precursor de la cabeza, y la subsecuente maduración de 

ésta. La prote1na A se requiere para el corte del DNA encadenado 

en los sitios coa. Las cepas lisog6nicas llevan los genes A y E 

o D y E, el mayor problema presentado por este sistema in ~ 

es la competencia del DNA nativo con las moléculas recombinantes, 

ya que el primero se empaqueta con mayor eficiencia (Hohn and 

Murray, 1977). As1 el DNA linear , multimérico linear (conca-

tAmeros) y multimérico circular, son todos empaquetados in ~ 

as1 como .in~ (Perbal, 1988). El empaquetamiento in vitro 

rinde 100 veces m~s que el método de transfecci6n cuando se 

utiliza DNA de lambda nativo, y de 10 a 100 veces mAs cuando se 

utilizan moléculas recombinantes. 

El establecimiento de los sistemas de empaquetamiento in 

vitre ha sido la etapa decisiva para hacer de lambda un vector de 

clonación adecuado (Fig,2). si la eficiencia de empaquetamiento 

de l K 10 pfu/µg DNA se obtiene, al menos l en 20 moléculas del 

DNA de lambda, podra formar una placa viable. Un factor impar-
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tanta para un eficiente proceso de empaquetamiento es la calidad 

de los extractos (tabla IV), que son lábiles a temperaturas 

mayores de -1o'c, Por otra parte, el empaquetamiento .in xila:2 

de una reacción de ligación representa una poblaci6n de fagos que 

no han sido expuestos a ningun·a de las presiones selectivas que 

acompafian a la duplicación y crecimiento del fago dentro de la 

cepa hospedera. 
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tabla IV. EFICIENCIA DE LOS EXTRACTOS DE EMPAQUETAMIENTO COMERCIALES. 

PROVIDOft UICIUICIA IN Ptu/Jll SIN DNA(pfu). 
DMA DI LAMIDA 

DI DMA DI LAMIDA CONINIMTO 

ITllATIHNI QIUl'ACK PLUI t.o1a10.., - ua1a4 

QIUPACK QOLD L1ato9 - l.Oa104 

............ J.lla101 11 t.0&103 

IO&HRIHQlll • t a1D1 o 1.aa 1a4 

PllOlllQA ua101 ... U atol 

• extnicto d• empaqu1taml1nto uUlludo durante 1at1 trabajo. (Perb1I, 1988) 

Otro aspecto importante, es el de seguridad biol6gica,, 

recientemente existe gran preocupaci6n en torno a los efectos de 

microorganismos recombinantes en el ambiente. La utilizaci6n de 

marcadores con resistencia a antibióticos hace creer que estos 

vectores en condiciones naturales pueden ser transferidos promis

cuamente a cepas patógenas. Es deseable que el vector de clona

ción contenga algün tipo de marcador inofensivo en el ambiente 

(por ejemplo genes de amilasa, xilanasas etc.), o que las cepas 

recombinantes tengan poca sobrevivencia en condiciones naturales, 

es decir , fuera de las condiciones del laboratorio. Eso es en 
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el caso de lambda, a donde se requiere de cepas hospederas 

especificas (tabla V) y de condiciones especiales para su dupli

caci6n y sobrevivencia. Muchos de los vectores requieren de una 

mutación ámbar en su genoma que hace que solo puedan propagarse 

en una determinada cepa supresora de la mutación especifica 

(Blattner ,gJ; Al, 1977). 

También al utilizarse las técnicas de recombinación 1.n 

~. se evitan etapas en la cual los fagos viables puedan 

sobrevivir fuera de las condiciones experimentales (Chauthai

wale, §.t Dl, 1992). 

1.6.1.-BACTl!RIOPAGO Ll\HDDA GT11. 

Es un vector de inserci6n, construido a partir de lambda 

gt-7-lac-s ( que contiene el gen de Beta-galactosidasa) con 

lambda gt-4 con mutaciones cI857,B100 y nin S (Young and oavis, 

1903). La mutación cIB57 le confiere crecimiento lisogénico en 

temperatura de 32'a 34. e o l1tico a 42' c. El supresor s100 

provoca una lisis defectiva en hospederos que han pérdida la 

supresi6n ámbar sup F (Hugnh ~Al, 1985). 

El sitio 6nico de restricción para EcoRI (Rambach and 

Toillois, 1974), se localiza en el extremo J' del gen lac Z, 53 

pb. antes del cod6n de terminación de la transcripción de la 
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Beta-qalactosidasa, cuando se inserta un fargmento entre estos 

provoca que el fenotipo del fago cambie de Lac a positivo a 

negativo (Fiq.3). 

En el hospedero apropiado, el fago parental produce placas 

azules en la presencia de isopropil-Beta-D-tiogalactopiran6sido 

(IPTG, un inductor sintético del represor Lac I) y X-gal, ( sus

trato cromogénico para actividad de Beta-galactosidasa). Los 

fagos recombinantes producen placas incoloras (Jendrisak fil; .!!l , 

1987). 

~ !: 
• ~ 
"' 
f l ,. 
¡ 

tablll V. CEPAS HOSPEDERAS DE FAGO LAMBDA 

CEPAS GENOTIPO Y FENOTIPO 

E. con Y1Galr· (lllmbda gt11) Copa llaog6nlca a ~·e can el 

plúmldo pMCI con el gon lac 1 

E, coll YIOllOr· (iombda 11111) C•J>• Uuca a 42•c con .a p1'• 
mido pMC9, 1tleecl6n do recom· 
blnant.e por formar placaa In· 
coloraa en )(-011 e IPTO. 

E, coll u¡392 (lambda gt10) Sttlo el• ln11rcl6n •n •I gen 
r11pr•or o1, produce p'8c:aa 
ciar•• t:on rec:omblnanlH y pi•· 
cu turbia• con t.go1 nauvo1. 

E. coll CIOO hlla-(lambda gllO) Soto produce pt.ac.1• con tagoa 

• l 
1 

1'l9. > 

r1comblnant11. 

(Hugnh et al, 1116). (Young and D1vl1, 1183) 

1 • s it=t= :s:; SS<O a;••a • • ==~= ~~1:i::. ::;::;~~ ~•n•:it• • 
~ !hm1 ~~!1 ali1Um i , , ;cr • 1 \/ !,!~I v -~ 

r~ .. mm~~··-"" ............... 
J:•qu••• del 9.r10•• d•l bact•riofaqo laabda gtU. qu• 
•ua•tra lo• •itio• d• r••tricci6n por •ndoo\u:l••••• 
(Hu911h U U, UIS) 
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En lambda 9t11 pueden clonarse fragmentos de tamafio hasta 9.2 Kb 

(Chauthaiwale gJ;. Al, 1992), Las secuencias de DNA insertadas en 

este vector tienen la potencialidad de expresarse corno proteinas 

fusionadas con la Beta-galactosidasa, cuando el marco de lectura 

coincide con el de lac z (Stoker gJ;. .i!..l, 1989), 

Por esto, las bibliotecas gen6micas construidas en Lambda 

gt11, son adecuadas para probarse con anticuerpos contra antí

genos producidos por clonas especificas (Young and Oavis, 1983). 

Las células hospederas que llevan mQltiples copias del gen 

represor lac I , son usadas para regular condicionalmente la 

expresión de los genes controlados por el promotor del operan 

lao. La cepa de E· S1.Q.l.i Yl080 que tiene las caracterlsticas 

siguientes: 

- mutación ambar en el gens (sup F), adem~s de mutaciones que 

previenen la modificación restricciónal del DNA exógeno • 

- tiene deleteado parte del operan lac que reduce la recombina

ci6n entre fago y hospedero. 

- presenta el plAsmido pMC9 que lleva la secuencia de lac I, y 

reprime la expresión de genes que disminuyen el crecimiento del 

hospedero y del fago. 

Para la bdsqueda de genes de interés, por medio de su 

expresión en el fago, se utiliza la cepa de JL. .!<.Q.l1 Y1090, esta 

cepa es deficiente en proteasa (Lon A), para reducir la proteol1-

sis de los productos de estos genes (Young and Oavis, 1983). 
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BIBLIOTECAS GENOMICAS 

La lisogenia se presenta en la cepa Yl9B9, ya que no presenta 

la mutaci6n aup F, y en cambio presenta la mutación bflA 150 

(alta frecuencia de lisogenia). Para el crecimiento lisogénico, 

presenta la mutación en el represor de la fase 11tica, cIBS7, que 

es sensible a temperatura, inactivo a 42°C y activo a J2°C 

(Jendrisak ~Al, 1987). 

1.6.2.-BACTERIOFAGO LAMBDA GT10. 

Es un vector capaz de aceptar fragmentos de hasta 7.6 kb, y 

que contiene un sitio EcoRI dentro del gen represor (cI) del 

fago. La inserción de un fragmento en este sitio genera fagos el 

negativos (Fig. 4). Estos recombinantes forman placas con 

centro claro, a diferencia de los fagos no recombinantes cuy~s 

placas de lisis son turbias (Kaiser and Murray, 1985). 

Se le puede considerar como un vector de inserción que le 

confiere inmunidad (Hugnh §..!". .il..l,1985). La inserción de DNA 

ex6geno en un punto conteñido en la región de inmunidad de una de 

sus moléculas del vector, destruye la capacidad del fago para 

producir un represor funcional. La transcripción ésta sometida 

a represión por el producto del gen i;.I y en un ciclo lisogénico; 

esta represión es la base de la inmunidad a la superinfecci6n por 

lambda (Old and Primrose, 1985). 
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Lambda gtlO se selecciona también por los marcadores cI+ 

illull 434 y cI- imm434 en cepas portadoras de la mutación bflA150, 

donde los fagos cI- forman placas con la eficiencia normal, 

mientras que los ex+ son reprimidos para> que no se formen placas 

de lisis (Karn ~ Ai, 1983). Lambda gtlO fue construido para 

proveer de crecimiento vigoroso al vector, optimizado para 

aceptar fragmentos de ONA un poco mAs cortos que otros vectores 

de inmunidad. Eso es importante porque durante el empaqueta-

miento, se empaquetan mejor las moléculas del tamaño de lambda 

silvestre (Maniatis lit. l!.l, 1978). 
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II. - OBJETIVOS, 

Considerando la importancia de Lactobacillus amyloyorus, 

como un organismo amilol1tico, utilizado en procesos de ensilaje 

y por sus caracterist!cas de ser una bacteria láctica capaz de 

crecerfuera de un ambiente lacteo, se plantea la construcci6n de 

un banco para: 

La preservaci6n del material génetico de L· amyloyorus en 

vectores de clonación accesibles y estables. 

La búsqueda ulterior eventual de genes de interés dentro del 

banco. 

Objetivos particulares: 

-Realizar la construcción de bancos gen6micos en los vectores de 

clonación lambda gtlO y gtll. 

-Deducir el grado de representatividad teórica, del genoma de ~. 

amyloyorus en los bancos construidos. 

-Buscar la expresión de Beta-galactosidasa en los fagos recombi

nantes, como un parámetro de representación real en los bancos 

genómicos. 

-Comparar los valores teóricos y reales en la representación de 

estos bancos en particular. 
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rrr.-HETODOLOGrA 

3.1.-HXCROORGANXSHOS. 

Se utiliz6 la cepa de Lactqbacillus amylqvorus NRRL-B-4540 

(ATCC), se cultiv6 en medio L.C.M. con glicina a J7'c sin agita

ci6n. Los derivados de lambda gtio y gt11 fueron los vectores 

utilizados para la clonaci6n de fragmentos de DNA (hasta 7Kpb.). 

Las cepas de ~.Q.Qli utilizadas como hospederas de lambda gtlO y 

gtll se muestran en la tabla IV con su respectivo genotipo. 

3.2.-EXTRACCXON DE DNA CROHOSOMAL 

se realizó la extracciOn del DNA de ~. amyloyorus que estaba 

creciendo en un medio L.C.M. con glicina y se controlaron las 

caracter1sticas de interés de la cepa para la preparaci6n del 

in6culo, que se observ6 en cajas con almid6n. Se observó la 

producci6n de amilasa por la presencia de halos de hidrol1sis, y 

la acidif icaci6n del medio el cual se evidenci6 con púrpura de 

bromocresol como indicador. El procedimiento de extracción de 

DNA de bacterias lActicas (Chassy, 1990) que se sigui6 es el si

guiente: 

1) Sembrar un medio de L.C.M. de 500 ml. inoculado con un pre

cultivo en una diluci6n de 4/100. Medir la densidad 6ptica, 
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METODOLOGIA 

tomando 1 ml. en 9ml. de H2o y leyéndose en una longitud de onda 

de 600 nm. 

2) Cosechar las células por centrifugaci6n a 6000 rpm durante 5 

minutos y lavar con amortiguador 11 T11 • Se pueden continuar varios 

lavados con el mismo amortiguador. Finalmente se resuspenden en 

15 ml del amortiguador"T11 • 

3) Agregar 12.5 ml. de PEG (Polietileneglicol) y agitar con 

vortex. 

4) Agregar lisozima en una concentraci6n 100 ug por unidad de 

absorbancia del cultivo originnl. 

5) Incubar a 37"c durante una hora. 

6) Centrifugar para recuperar las células a 5000 r.p.m. durante 5 

minutos. 

7) Resuspender en amortiguador "TE" en l/10 de volumen del cultive 

original y mezclar bien. 

B) Agregar l/9 de sos (5.5ml) e incubar a 37"grados cent1grados 

durante 15 minutos. 

9) Tratar con fenal (l volumen), se agita por inversión en forma 

suave para no fragmentar el cromosoma, centrifugar a 10 ooo 

r.p.m. por 5 min. y se recupera la fase acuosa. 

10) Tratar con fen~l-cloroformo (l/2 volumen de c/u) y agitar por 

inversión y centrifugar para recuperar la fase acuosa. 

ll) Agregar Acetato de amonio 7.5 M y mezclar. 
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12) Agregar al menos 2 l/2 volQmenes de etanol absoluto y dejar 

precipitar en hielo a -2o·c. 

13) Centrifugar 15 minutos a 10 ooo rpm. y secar el bot6n al 

vacio. Disolverlo en amortiguador 11 TE 11 12.5 ml. 

14) agregar la RNAsa en una concentraci6n final de 100 ug./ml. e 

incubar a ss"c durante una hora. 

15) Ajustar la soluci6n a 0.1 t SOS y agregar la prote1nasa K 

en una concentraci6n de 100 ug./ml. y se incuba a 55"c por una 

hora. 

16) Limpiar la muestra con fenol, fenol-cloroformo, agitando s6lo 

por inversi6n • 

17) Centrifugar y recuperar la fase acuosa. 

18) Agregar NaCl en l/20 del volumen y agregar 2 1/2 volumenes 

de Etanol absoluto para la precipitaci6n del DNA, se puede dejar 

precipitar en hielo seco por 30 minutos o a -2o·c toda la noche. 

El DNA cromosomal obtenido puede guardarse a -20· c precipi

tado en etanol absoluto y los tubos a utilizar son centrifugados, 

el bot6n obtenido se lava (hasta 3 veces) con etanol al 70% para 

la eliminaci6n de sales, finalmente se centrifuga y se retira el 

etanol y el boten se seca al vac1o y se resuspende en amortigua

dor TE. Se realiza entonces la estimaci6n del DNA por espec

trofotometr1a (Ha~iatis ~ ,;il, 1982). 
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3.3.-DIGEBTIONEB DE DNA CROHOBOHAL 

se realizaron digestiones totales y parciales del DNA cro

mosoma! con la enzima de restricción EcoRI segün técnicas descri

tas por el provedor, de las cuales se seleccionaron ventanas de 

diferente tamafio molecular que comprenden tamaftos de 4 kpb. a 

6kpb. y de 6 kpb. a 10 kpb., separadas mediante una electrof6re

sis con agarosa al 1\. También se realizaron digestiones totales 

con BamHI y EcoRI para la separaci6n de ventanas de 2 a 4 kpb., 

este material se recupera por electroeluci6n, y se limpia con 

fenol cloroformo y despües se precipita con etanol absoluto. 

3.4.-ELECTROFOREBIB 

Se preparan los geles con agarosa del 0.7 a 1.2 %, disuelta 

en amortiguador TAE, para geles anal.l.ticos (35-45ml) y para geles 

preparativos (120 ml). Se deja gelificar y se sumerge en la 

cámara de electrof6resis con amortiguador TAE 0.5 X. Los pozos 

de carga se encuentren haqia el lado del cátodo, las muestras de 

DNA se mezclan con el amortiguador de carga (3-5µ1 ) Y se 

ponen en los distintos pozos. Las condiciones de migraci6n se 

realizan con corriente variable y voltaje constante de 50 a 80 

voltios dependiendo de las muestras. Al finalizar la migraci6n, 
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se saca el gel de la cámara y se sumerge en la soluci6n de bromu

ro de etidio durante 15 minutos y se observa en un transilumina

dor de U.V. 

3.5.-ELECTROELUCION. 

Se seleccionan las bandas o ventanas de DNA a electroeluir, 

se cortan del qel, y se ponen en las c6maras Nanotrap en amorti

guador TAE o.01x, se pone en cada extremo de la cámara un circulo 

de membrana de diálisis pretratada. La cámara de electroeluci6n 

contiene en el lado del cátodo amortiguador TAE 2X , y en el 

&nodo contiene TAE lX, acetato de sodio 3M. Los parametros 

utilizados durante la electroeluci6n fueron de corriente con

stante, limitada a 2.5 mA por cada cámara Nanotrap, el voltaje es 

variable, con voltaje inicial de 500 voltios, el cual al final de 

60 min. puede descender hasta 100 voltios. El tiempo de eluci6n 

fue ds 90-120 minutos. 

3.6.-VECTORES. 

Los vectores utilizados para la construcci6n de las biblio

tecas gen6micas fueron los fagos lambda gtlO y lambda gtll • 

Los brazos de DNA de los vectores , se obtuvieron digeriendo con 

EcoRl y se desfosforilaron para tenerlos a una concentraci6n de 

0.25ug/ul.(Boehringer Mannhein Biochemica). En el caso de lambda 
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gtll, el gen lac-z está interrumpido por el sitio EcoRi; y 

utilizando la bacteria hospedera adecuada pueden identificarse 

placas azules en las que se han religado los brazos de lambda, y 

placas claras que tienen interrumpido el gen lacZ por la inser

ci6n de un fragmento. 

En lambda gtlO el sistema de selecci6n de fagos que contienen un 

inserto requieren de una cepa bacteriana con una mutación 

hflA(alta frecuencia de lisogenia), donde se forman placas de 

lisis con fagos recombinantes unicamente . 

3.7.-LIGACION 

se procede a la ligaci6n de los fragmentos de cromosoma con 

los vectores, en una me~cla que contiene 0.5ug de DNA de lambda 

en una proporcion de o.J:o.s, o.s:o.s, 0.9:0.5 µg con respecto a 

la concentración de los fragmentos cromosomales, la temperatura 

de incubaci6n para la ligaci6n con ligasa T4 fue llevada a cabo a 

4· C durante 24 horas. DespOes se adicion6 más ligasa T4 y la 

mezcla de ligaci6n se dejo incubar durante otras 24 horas. 

DespOes las ligaciones se valoraron por electrof6resis en 

agarosa al o.a%. 
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3.8.•BHPAQUBTAHIENTO. 

Algunas de las ligaciones se empaquetan con reacciones 

especif1cas de empaquetamiento para DNA del fago (Boehringer) que 

consiste en dos extractos: un extracto de sonicado y otro de 

lisado, que se complementan para una reacción de empaquetamiento 

de o.s µg de DNA (tabla VII). Ambos extractos se mantienen a 

-1o·c, se manipulan en hielo, en el momento en que se va utili

zar, y al descongelarse se adiciona el DNA y se mezcla evitando 

la formación de burbujas. La reacción se lleva a temperatura 

ambiente durante 2 horas y despues se diluye la mezcla de empa

quetamiento con 500 µl de amortiguador SM. Enseguida, se adicio

na glicerol al 30\ para tener una concentración final de 15% • 

Esta mezcla se puede guardar a -1o•c, y se deja una alicuota 

para titularse (Honh and Hurray, 1977). 

3.9.•SIBHBRA. 

La preparación de las bacterias a infectar consiste en la 

siembra de un inóculo de medio LB con la adición de sulfato de 

Magnesio (MgS04) 10 mmol y maltosa al 0.2%. Al crecer a ~· &Q.l.i 

en maltosa se induce la producción del receptor de lambda (Pro

te1na Lam B), el cual es necesario para el transporte de maltosa, 

en tanto que los iones de magnesio ayudan en la adsorción del 

fago. 
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Las bacterias se incuban durante toda la noche y del cultivo 

resultante se obtiene en una diluci6n de 1:100 para inocularse en 

un matraz de SOml. de LB ( para~. l<2li C600 h!lA se debe utilizar 

medio NZ) con sulfato de magnesio (MgS04 ) lOmmol y o.2t de malto

sa. Se incuba a 37'c hasta alcanzar la fase estacionaria del 

crecimiento. Se pone en hielo y se centrifuga a 6000 r.p.m. 

durante 10 minutos y se resuspende el bot6n en 15 ml de sulfato 

de magnesio ( MgS04 ) lOmmol/l. Las bacterias pueden servir para 

sembrar durante 3 d1as si se les conserva a 4ºC o en bafio de 

hielo (Maniatis !!!. Jll, 1982). 

3.10.-TITULACION. 

Se prepara una serie de diluciones de la al1cuota de la 

reacci6n de empaquetamiento en los Ordenes de 10
2 

, i04 
, 10

6 
y 10~ 

Se diluye con amortiguador SM y se mezcla 100µ1 de la diluci6n 

con 100µ1 de las bacterias preparadas para la infecci6n. Se 

mezclan por 11 vortex 11 y se incuban durante 20 minutos a 37'C 

para la preabsorci6n de los fagos. En condiciones estériles se 

mezcla con 3 ml de agar suave Lb o Nz precalentado a 47·c, se 

asegura que el agar suave se equilibre a esta temperatura en un 

bafto de 45'a so·c (las células mueren si se exponen al agar 

suave a más de 65°C). 
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se pone la mezcla sobre una caja con el medio respectivo 

(las cajas también deben estar precalentadas para evitar una 

gelif icaciOn prematura al vertir el agar suave) y se extiende 

por toda la superficie en una sobrecapa homogenea. Al agar suave 

para lambda gtll, al agarsuave se le adiciona 40 µl de IPTG 100 

mmol/l y X-Gal al 8.2% diluido en dimetilformamida. Al gelifi-

car la sobrecapa de agar suave se incuba a 43' C toda la noche. 

Se preparan blancos al sembrar, donde se mezclan las células (de 

cada cepa que se este utilizando para infectar) y el agar suave, 

sin aftadir la mezcla de empaquetamiento o la resuspensi6n de 

fagos. La aparici6n de placas, tarda de 6 a 8 horas de incuba

ción , pero hasta despües de 12 a 14 horas se pueden apreciar 

mejor los distintos tamaftos de placas (Frischauf, 1987). 

3.11.-AHPLIPICACION. 

El principio de amplificaci6n, es que cada fago empaquetado pro

duce miles de clonas idénticas por una infecci6n limitada del 

hospedero. La amplif icaci6n permite almacenar el banco en varias 

copias, que pueden utilizarse tantas veces como sea necesario 

(Vogeli and Kaytes, 1987). 

Se siembra parte de la muestra de empaquetamiento, se agre

gan 5 ml de SM a las cajas con las placas obtenidas,y se dejan 2 

hrs a temperatura ambiente o toda la noche a -4' c. 
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Se recupera la suspensión de fagos, y se centrifuga para 

retirar los restos celulares. Se agrega cloroformo y se guarda a 

4•c en alicuotas de 1 ml. 

3.12.-ALHACENAHIENTO DE l'AGOS. 

Las soluciones base de fagos son estables por algunos meses 

almacenados a 4'C en SM y conteniendo una pequeña cantidad de 

clorotormo 

al 0.3\ ( Kaiser and Murray, 1985) • También pueden almacenarse 

congeladas a -10' e con amortiguador SH y glicerol al 15 \ (Maniatis l!l'. 

lll , 1982). 

3.13.-PURil'ICACION DE l'AGOB. 

Para cajas de 90mm., mezclar 1 x 106pfu (unidades formadoras 

de placas) de bacteriófagos o 60-100 µl de una placa de fago ya 

anteriormente diluida con SM, con 0.1 ml de bacteria hospedera de 

un cultivo fresco. Incubar a 37•c por 20 minutos. 

Se siembra con LB ag_arosa suave al O. 6 \ , y se incuba a 42' 

c. Al ser remplazado el agar por agarosa, el DNA extra1do es un 

sustrato adecuado para enzimas de restricción y ligasas. Al for

marse las placas, agregar Sml de SM, se raspa la capa de agaro 

sa suave y se pone todo en un tubo de centrifuga. Mantener en 

agitación durante 1 h, y centrifugar a 10 000 rpm durante 10 
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minutos. Al recuperar el sobrenadante tratarlo con DNAsa y 

RNAsa, cada una en una concentraci6n de lµg/ml y 100 µg/ml e 

incubar 30 minutos a 37·c. Este tratamiento degrada el DNA y el 

RNA bacteriano liberado durante la lisis. la viscosidad de la 

mezcla decrece. Después se agrega un volümen de PEG-NaCl, para 

la precipitaci6n de los fagos (Yamamoto and Alberts, 1970), se 

incuban en hielo durante 1 hora. Las part1culas de fagos se 

recuperan por centrifugaci6n a 12 ooo r.p.m. durante 25-JO 

minutos, el bot6n formado corresponde a los fagos purificados. 

3,14.-EXTRACCION DE DNA DE FAGOS 

Minipr<U>araci6n l. 

Los fagos se resuspendieron en 1 ml de SM por cada 10 ml 

iniciales y se agitaron las part1culas de fagos en vortex, se 

agreg6 sos al ioi (20µ1 /ml), 0.2M Na EDTA, se calent6 a 7o·c 

por 5 minutos en un bafto. Después se procede a un tratamiento 

con fenol, fenol-cloroformo y cloroformo. El fenol desnatural

iza las cápsides del fago y libera el DNA. Esta cápside proteica 

aparece como un precipitado blanco en la interfase. Se requiere 

agitaci6n fuerte, y si en la segunda extracción, se nota que casi 

no se formo el precipitado, se continuo, si no, se realizó una 

tercera eKtracci6n con fenol. se precipitó el DNA con isopropanol 

a -1o·c por 20 minutos. se centrifug6 y se decanta el sobrena-
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dante, El bot6n es lavado con Et-OH al 70\, se seca y después se 

vuelve a limpiar con fenol-cloroformo , pero esta vez se precipi

ta con Et-OH absoluto. 

Minipreparaci6n II. 

Los bacteri6fagos se resuspendieron en amortiguador GTE 

(200µ1) y se mezclaron con el amortiguador de lisis en un tubo de 

microcentr!fuga, se mantuv6 durante 5-10 minutos , y después se 

centritug6 durante 10 minutos en microcentrifuga, el sobrenadante 

se colect6 y se trató con fenal, fenal-cloroformo. El DNA se 

precipitó con un volumen de isopropanol y posteriormente se lav6 

con Et-OH 70\, se sec6 y resuspendi6 en 20µ1 de TE (Bansal and 

Das, 1989). 

3.15.-DETECCION DE ACTIVIDAD DE BETA-GALACTOSIDASA EN PAGOS. 

Las cepas de ~ • .s;¡g,li Yl090 y Yl089 son Beta-Gal negativos 

(Lacz-¡, usualmente se utilizan para infectarse con lambda gtll. 

Para realizar la detección , primero se probaron las cepas que se 

infectarian con lambda gtlO bajo las mismas condiciones de siem

bra. Despúes, estas cepas se infectaron con muestras de los 

fagos recombinantes de los bancos construidos en lambda gtlO, 

Los bacteriófagos lambda gt-10 en su material genético no 

contienen secuencias que codifiquen para Beta-galactosidasa, por 
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tanto solo se expresaran placas azules en aquellos fagos recombi

nantes que lleven secuencias de Beta-galactosidasa de ~. ~ 

Xllli· 

Para cada caja se utiliz6 un titulo de aproximadamente 1000 

pfu, y se sembraron en cajas de NZ amine con X-Gal e IPTG, asi

mismo el agar suave contiene X-Gal e IPTG. 
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xv.-RESOLTADOB. 

Se obtuvieron preparaciones de DNA cromosomal de ~ 

~ amylovorus en una concentración de 3.6 µg/µl. Se reali

za~on digestiones con diferentes enzimas de restricción como Eco 

RI, PstI, NcoI, BamHI, y HindIII (Fig. 5 ) en las cuales se 

observó que al digerir con EcoRI, Ncol y BamHI apareció una banda 

con un peso molecular del orden de megapares , copurif icada con 

el DNA cromosomal (Fig. 5 ), la cual corresponde al megaplásmido 

reportado para esta cepa (Bohanon, 1985). Al realizarse, las 

digestiones parciales con EcoRI fue necesario reducir los tiempos 

de incubación hasta intervalos de 5 minutos durante la primera 

media hora (Fig. 6 ). El grado de parcialidad de la digestión 

se siguió en geles anal1ticos de agarosa, para la separación de 

los fragmentos además se realizaron geles preparativos que 

conten1an de 15 a 30 µg. de DNA en cada muestra (Fig. 7 ). 

Las distintas ventanas de estas muestras se electroeluyer

on, y se obtuvieron a una concentración de aproximadamente J µg 

de DNA (Fig. 8 ). Estas se utilizaron en ligaciones con los 

brazos de los vectores ·de lambda en distintas proporciones 

o.3:0.5, o.6:0.5, 0.9:0.5 (µg). En el gel de electroforesis no 

se aprecia un resultado claro de las ligaciones , dado el tamafto 

de la contrucci6n y la baja resolución del gel. Se proce

dió a elegir aquellas ligaciones en donde la ventana de DNA 
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RESULTADOS 

cromosomal digerido desaparecia, aumentando claramente la inten

sidad de la banda que corresponde al brazo mayor del vector 

(Fig. 9 ) 

CONTRUCCIONES DE LOS DIFERENTES BANCOS. 

Se obtuvieron bancos en lambda gtll que ten!an un titulo 

alto de fagos recombinantes (tabla VI ), pero que presentaban 

gran inestabilidad de las construcciones. En estas construc

ciones, se reducia la eficiencia, es decir , que disminuya la 

proporci6n de fagos recombinantes respecto al total de placas. 

tabla VI. TITULO DE LOS BANCOS DE L. amylovorus. 

BANCO TAll. INBERTO TITULO (Dlul EFICIENCIA 
gtlM 4-11 lcpb, 3.1X1114 78% 

gtl1·1' .... lcpb. 2.3 X to" 'º" gt11.Z 4-llllpb. 1.2 X to• '°" gH1-3 4-IOllpb, 1.8 X 104 
88% 

gtl0-1 .. IDllpb. 1 a105 15% 
gHIJ.2 .. 10kpb, t.1 X ta° 71% 
DHCl-3 .. IOllDb, 2.3 x 105 

"" 
(tam.) tamafto, (•ftclenoi.) proporcl6n de t.goa recomblnantM en la poblacl6n totll, 

gM', bllnco ampllfte11do. Datoa obtenido• en nta traibaJo. 
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Por eso se utiliz6 otro vector más estable, lambda gtlO, con 

el cual se obtuvieron bancos con un titulo menor al de lambda 

gtll, pero que tenian una obtenci6n más alta de recombinantes 

(tabla VI). Por sus caracter1sticas de ser un vector estable 

geneticamente lambda gt-10 se utilizó para la determinación de 

insertos. Además de eso, este vector fue muy atil para la detec

ción de la expresión en cepas L3c z positivas del gen de Beta

galactosidasa de ~. amyloyorus. 

Para la determinaci6n del tamafto de los insertos se tuvo 

que extraer DNA de placas aisladas. Aunque se utilizaron 

diferentes técnicas de extracci6n, con una de ellas, basada en 

la lisis con detergentes y calor, además de la precipitación de 

las prote1nas del fago con acetato de Potasio, se logró el mejor 

rendimiento en la obtención de DNA (Fig.10 ). En estas prepara

ciones se observ6 la presencia de mult!meros. sin embargo, 

estas preparaciones fueron indigeribles .por enzimas de restric

ción, por lo cual se adaptó una técnica que combina la precipi

tación selectiva del fago (Yamamoto and Alberts, 1970) con PEG

Nacl, l1sis por calor en combinación con el buffer de l1sis y 

extracción (Bansal and Das, 1982). En estas preparaciones 

aunque se obtuv6 menos rendimiento en la cantidad de DNA, este 

si era digerible parcialmente por enzimas de restricción (Fig. 

11). 

so 
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Además al permitir a las preparaciones mayor tiempo de 

hidrataci6n se observ6 mejor digesti6n por parte de las enzimas 

de restricci6n. 

REPRESEll'l'ATIVIDAD DEL BANCO. 

Cálculo Te6rico. 

Los bancos obtenidos contienen en su nWnero de fagos recom-

binantes (eficiencia) la representaci6n de 64 a 392 veces el 

genoma total de Lactobacillus amyloyorus(tabla VII), si se toma 

como un tamafio intermedio (3525 Kpb.) entre el cromosoma de 

Lactococcus lru<ili (Tanskanen .l!.t .11.l, 1990) y L. .!<2ll (tabla 

II y VII ), además de tomar en cuenta que el tamafio promedio de 

los fragmentos clonados lo cual es de aproximadamente de 6200 pb. 

tabla VII. EQUIVALENCIA DE LOS TITULOS DE 
LOS BANCOS CON OTROS PARAMETROS 

BANCO TITULO illEQUIVALEN· 'N' DE EC. 2 
TES GENOMA CONTENIDAS 

11111-1 3.1x1o' 114 1.12 
gt11·2 1.2x111' 204 20.t 
9111-3 v.1x10• 113 11.7 

11110-1 1 x10' 170 17.42 
gl10-2 1.9 x 1o' 324 33.1 
11110-3 2.3 x 1o' 392 40 

(equtv1lent• genom•) tltulo X 8200 ln1erto promedlo/3.& X 10 tam. genoma 
(ec. 2) n•ln(1-PT)lln (1·T). Dato• obtenido• en Ht• U1b1Jo. 
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En el caso de Lactobacillus amyloyorus se calcula con la proba

bilidad de clonac16n m4xima de un fragmento espec1f ico y se 

estima en un no.mero de s. 74 x 103 pfu recombinant.es ( segO.n ecua

ci6n 2). Dicha poblaci6n se encuentra contenida de 6.6 a 40 

veces en los distintos bancos generados en Lambda gt-10 y gt-11. 

REPRESENTACION DE LA ACTIVIDAD DE BETA-GALACTOSIDASA. 

Se realizaron pruebas para actividad de Beta-galactosidasa 

en la cepa original (L. amyloyorus) y se observ6 que las colo

nias adquirian un color ázul pálido despües de 48 horas de incu

baci6n en medio mínimo para bacterias lácticas con X-Gal e IPTG. 

Luego se realizo la busqueda de la expresi6n del gen para 

Beta-Galactosidasa en las cepas Lacz negativas con fagos recombi'

nantes de bancos generados con Lambda gtlO como vector. 

Dentro de las placas aparecidas despQes de 12-24 horas, se 

detecto actividad de Beta~galactosidasa (placas azules) solamente 

despO.es de 4 semanas . Se aislaron alrededor de 14 placas 

azules de un total aproximativo de 40,000 placas ( 40 cajas). 

Esto corresponde a la clonaciOn del fragmento que codifica 

para Beta-galactosidasa en una poblaciOn de aproximadamente 2857 

fagos recombinantes. De estos 14 clonas solo cinco mantienen 

actividad de Beta-galactosidasa en la resiembra, despües 2 a 4 
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semanas • Por otra parte se observ6 mejor expresión de la Beta

qalactosidasa durante la fase lisogénica del faqo, que en la fase 

litica. Esto se ha comprobado mediante la infecci6n en cepas 

altamente lisogénicas (hflA150) y Lacz negativas. Estas cepas 

crecen como lis6genos a temperaturas de 37·c, tanto en medio 

m1nimo como en medio LB con XGal e IPTG donde desarrollan colo

nias de un color azul p~lido debido a la actividad de la enzima 

sobre el sustrato cromogénico. En estado lisogénico la actividad 

se manifiesta despQes de 24 horas de incubaci6n. 

Se aislaron las placas con actividad, de estas se recupera

ron S que continuaban presentando actividad despaes de haber sido 

sembradas. También fueron crecidos como lisógenos y fueron 

inducidos a la fase 11tica, momento en el cual se cosech6 para la 

extracci6n del DNA, el cual fue despües se di9erieron con Hin

dIII (Fig. 12 ), por este método se copurifica el pldsmido de la 

cepa hospedadora. Uno de estos fagos que formaba placas de 

lisis fue amplificado en cajas con agarosa, y a partir de estas 

cajas fue purificado el fago y se realizó la extracción de DNA 

del fago, libre de DNA de la bacteria hospedadora, al ser digeri

do con EcoRI muestras 3 bandas correspondientes al inserto, 

que en su conjunto corresponden a 5314 pb (Fi9. 13). 



DISCUSION 

V. -DIBCUBION 

Dado el interés actual en el conocimiento de la biolog1a 

molecular de bacterias lácticas, se requiere de técnicas que 

permitan un rápido avance en este campo. 

En particular este trabajo muestra que es posible la 

utilización de fagos para la construcción de bibliotecas genómi-

cas de bacterias lácticas , 

hospedera. 

teniendo a ~. .!<.2.1.i como cepa 

La eficiencia de construcción de dichos bancos depende de 

varias condiciones como: 

-La pureza del DNA, además de las propiedades especificas del 

genoma que pueden afectar la eficiencia de clonación (Maniatis l!J< 

.i!.l ,1978). 

-La obtención de ligaciones que permitan la formación de mul

t1meros apropiados para el empaquetamiento. 

-La calidad del extracto de empaquetamiento utilizado (tabla IV). 

-La preparación adecuada de las células a infectar, además de las 

condiciones de siembra para cada cepa. 

Este método de aislamiento de genes tiene muchas _ventajas 

sobre otras técnicas. Toda una familia de genes evolutivamente 

relacionados puede aislarse con una mezcla de sondas en un solo 

paso de busqueda en la biblioteca. Por otra parte el aislamiento 
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de un conjunto de clonas superpuestos que contienen parte del 

mismo gen, permite el estudio de secuencias alejadas de los 

extremos 5 1 y 3 1 por varias kilobases. En algunos casos las 

extensiones del ONA clonado permiten encontrar genes ligados al 

gen inicial. Una biblioteca permanente con clonas superpuestos 

facilita el aislamiento de otros genes que pudieran constituir 

parte de un operón. En este caso , los fragmentos de DNA genómi

co de ~. amyloyorus pueden ser utilizados para el estudio de la 

estructura fina de algunos genes. Conociendo el tamafio aproxi-

mado de los fragmentos de ONA de L· amyloyorus clonados, se ha 

calculado que el nCunero necesario de fagos recombinantes resulta 

ser de 5.74 x lo' ( ecuación 2) • Este es el nümero m1nimo de 

r8combinantes para la clonaci6n de una secuencia en particular 

dentro de la biblioteca, con una probabilidad del 99t, y asumien

do que existe una sola copia de dicha secuencia. 

En cuanto a la representación del banco, se puede decir que 

los bancos construidos en lambda gt 10 y gt 11 sobrepasan los 

requerimientos teorices para la obtención de una biblioteca "com

pleta". sin embargo, en una mezcla de ligación existen otros 

!actores que pueden intervenir en la probabilidad de ligación de 

diferentes fragmentos: 

-El tamafto de los fragmentos a clonar. 

-La existencia de secuencias que puedan resultar tóxicas o 

inestables en la cepa hospedera. 
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-La presi6n de selecci6n de los fagos empaquetados .in ~ 

dentro de la cepa hospedera. 

Tomando en cuenta estos factores, no se garantiza total

mente que todos los genes se obtengan en la biblioteca. Sin 

embargo, las probabilidades son mayores si se sobrepasa varias 

veces el nWnero de clonas requeridos. 

Uno de los problemas observados, es la baja estabilidad que 

presentan fragmentos del DNA de ~. amyloyorus al ser clonados en 

lambda gtll, esto puede deberse por que los fragmentos grandes 

mantienen menor estabilidad en la construcción. Si se toma en 

cuenta, que la célula hospedera establece condiciones selectivas 

durante la duplicaci6n del fago, es posible la delecci6n de los 

insertos favoreciendo el predominio de los fagos con mayor 

estabilidad en cada resiembra. Para este caso, lambda gt-11 no 

fue un vector adecuado para la clonación de los fragmentos del 

DNA de ~. amyloyorus. Los fragmentos que se utilizaron resultan 

ser de tamaños grandes, que sobrepasan la capacidad del vector , 

y esto se manifiesta en la inestabilidad de estas construcciones. 

En cambio, lambda gt-10 tiene relativamente una capacidad 

mayor para aceptar fragmentos ajenos a su genoma. También se 

encuentra documentado como un vector estable durante los procesos 

de duplicaci6n. 



DISCUSION 

Con la obtenci6n de clonas para Beta-galactosidasa la tasa 

es.de una clona en cada 2857 fagos recombinantes muestreados, Y 

resulta ser menor a la estimada teorlcamente. Esto puede ser 

debido a que el tamafto del genoma sea menor al estimado y a la 

complejidad de este genoma en particular. En eso se debe de 

también en cuenta que los genes de Beta-galactosidasa clonados en 

bacterias lácticas, y de localizaci6n cromosomal, se encuentran 

en fragmentos de 3000-3850 pb. (De Vos and Simons, 1988; Schmidt 

.§l; .i!..1,1989), lo cual reduce aproximadamente a la mitad la esti

maci6n (2.87 xlo') originalmente realizada para fragmentos de 

6000pb. 

En lo que concierne a la determinaci6n de insertos en el 

DNA de fagos, fue necesaria la adaptación de un método de extrac

ción para pequenas muestras. Aunque se encuentren varios métodos 

de extracci6n para minipreparaciones, aün se siguen reportando 

nuevos métodos para minipreparaciones que tienen por objetivo el 

obtener buenos rendimientos y/o tener preparaciones aptas para 

reacciones de digesti6n, y ligación. se debe tomar en cuenta que 

un factor muy importante para la extracci6n de DNA de fagos es el 

de utilizar agarosa en lugar de agar en los medios de cultivo, ya 

que posiblemente existen sustancias inhibidoras de la actividad 

de endonucleasas, que pueden ser copurificadas con el ONA. 



DISCUSION 

En cuanto al aislamiento de genes de Beta-galactosidasa, la 

continuaci6n de la caracterizaci6n de estos genes resulta de gran 

importancia. Se han realizado pocas clonaciones de Beta-galacto

sidasa en bacterias lácticas. Estas clonaciones se han realizado 

en las especies de streptococcus thermophilus, Leuconostoc ~ 

~' y Lactobacillus bulqaricus (Herman and McKay, 1986; Schmidt 

,!Ú; Jl.l, 1989; Silke .!Ú< i!.l, 1992). Los genes clonados de Beta

galactosidasa comprenden tamaftos de 3850, seoo y 3024 pb., dos de 

estos genes son de origen cromosomal, y s6lo el de Leuconostoc 

~ es de origen plasm1dico. Existe un reporte de la clona-

ci6n de Beta-galactosidasa de L· bulgaricus, perteneciente al 

mismo género que L• amyloyorus, de este gen se conoce que com

parte poca similitud en relación a genes de seta-galactosidasa de 

otras bacterias (Schmidt ~ Jl.l, 1989). 

La clonaci6n de genes de Beta-galactosidasa puede servir 

para la construcci6n de vectores de clonación para bacterias· 

lácticas. Como estas bacterias se encuentran frecuentemente en 

alimentos se requiere de vectores que contengan como marcadores 

genes de enzimas facilment~ detectables. Evitando as1 los riesgos 

de conjugación con bacterias pat6genas al utilizar vectores que 

contengan resistencia a antibioticos. Al provenir este gen del 

género Lactobacillus es interesante para el estudio de la expre

sión de genes. 
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Uno de los problemas encontrados en los fagos recombinantes 

con actividad de Beta-galactosidasa, fue la baja expresi6n duran

te la fase l1tica. Eso se puede deber a que el sitio de clonaci6n 

se halla en oI (gen represor de la transcripción de genes tar

d1os), el cual se expresa inmediatamente despües de la infec

ci6n, pero que está regulado a nivel transcripcional por acumu

laci6n de ero, dejandose de transcribir los genes tempranos y 

medios, para la transcripci6n de los genes tardíos (fase 11ticai. 

Una posibilidad es que la expresi6n del inserto esta limi

tada debido a la corta vida lisogénica que tiene cuando se 

incuba a 42' c. También lambda gtlO tiene regiones de autoinmu

nidad , lo cual permite s6lo la infecci6n de un fago por bacte

ria, por lo tanto una sola copia del gen de Beta-galactosidasa 

por bacteria. 

Se han reportado trabajos para la expresi6n de Beta

galactosidasa en sistemas de expresi6n de lambda, donde los vec

tores utilizados permiten la superinfecci6n de 15 a 20 fagos por 

bacteria (Padukone .!l.!;. ll.l., 1992). No se ha determinado si los 

genes de Beta-galactosidasa en bacterias lácticas se encuentran 

organizados en operones, pero parece ser que un circuito regula-

dor actua sobre estos, dado la respuesta a la inducci6n con 

lactosa, galactosa y en algunas bacterias l6cticas con el 

IPTG (De Vos and Simons, 1988). 
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VX.- CONCLUSXONES 

- Los bancos generados en lambda gtl1 resultaron ser inestables 

al amplificarse. En cambio los bancos construidos en lambda gtlO 

fueron estables. 

- La representaci6n de dichos bancos sobrepasa con 142 veces los 

requerimientos te6ricos propues.tos para este trabajo. 

- La representación en cuanto al nftmero de clonas de Beta-galac

tosidasa hallados en los bancos, es aproximada a la tasa teórica 

establecida, considerando un tamano del gen de JOOO a 3850 pb. 

-La clonaci6n del gen de Beta-qalactosidasa de Lactobacillus 

amvloyorus demostr6 que puede expresarse en E· 5'.21.i· 

- La clonaci6n del gen de Beta-Galactosidasa sienta las bases 

para posteriores estudi9s a nivel molecular de Laptobacillus 

amyloyorus con el banco obtenido • 

. - El gen de Beta-galactosidasa de Lactobacillus amyloyorus se 

expresa en cepas de ~. Q.Q.l.i. cuando se infecta con fagos que 

portan dicho gen. 
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vn.-APBNDICB. 

MBDIOS DTILIZl\DOS 

MEDID DE LllRIA (LB) 
Para 1 litro, Bactotriptona •••••••••• 1ogrs. 

MEDIO NZ-AMINE 

Extracto de levadura .••• Sgrs. 
Cloruro de sodio •••••••• Sgrs. 

Para 1 litro. NZ-amine •••••••••••••• 1ogrs. 

MEDIO L.C.M. 

Cloruro de sodio ••••••• Sgrs. 
Extracto de levadura ••• sgrs. 
casaaminoacidos •••••••. 19rs. 
sulfato de magnesio •••• 2grs. 

Para 1 litro K2HP04 3H2o ••••••••• 3.98grs. 
Triptona •••••••••••••• 1ogrs. 
Extracto de levadura ••• Sgrs. 
Triptosa .............. ,Jgrs. 
KH 2Po• ................ ,Jgrs. 
Acetato de Sodio ••••••• lgrs. 
citrato de Amonio •••••• 1grs. 
Soluci6n salina •••••••• Sml, 
Tween so ................ lml. 
Glucosa 40' ••••••••••• 20ml. 

Soluci6n salina (100 ml.): 
Mgso4 7H2o ••••••••••••• 4grs 
FeSO• 7H20 •••••••••• o. 6Bgrs. 
MnS04 H2o .•.•....... 2. 06grs. 
Acido ascorbico ••••• O.lgrs. 

APENDICE 

Opcional: al afiadir treonina al medio, 
se hace en una concentraci6n de 40mM. 

Medio M.R.s. 
Para un litro Bactoproteosa peptona •• 1ogrs 

Extracto de carne •••••• 1ogrs. 
extracto de levadura .... Sgrs. 
Tween so ................. 1 ml. 
Citrato de Amonio ••••••• 2grs. 
Acetato de sodio •••••••• s grs. 
Sulfato de magnesio •••• O.lgrs. 
Sulfato de manganeso •• 0.05grs. 
Fosfato dipot6sico ••••••• 2grs. 

Para realizar cajas de estos medios se agregan 15 gramos de agar 
para un litro de medio, para top-agar se agrega solo 7.Sgrs. por 
litro de medio, 
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APENDICE 

MEDIOS HINIHOS 

MEDIO M-9 
Para 1 litro Na2HPO. , • , ••••••••• 6grs. 

KH2P04 ••••••••••••• 3grs. 
Nac1 ••••••••••••• o.sgrs. 
NH4 Cl, ••••••••••••• lgrs. 

Se ajusta el pH a 7,4 y se esteriliza por autoclave, al en
friarse se agrega las siguientes soluciones previamente esterili
zadas por filtración (glucosa) o autoclave: 

MEDIO M-17 
Para 1 litro 

MgS04 lM •••••••••••• 2ml. 
Glucosa 20%, •••••• 1oml. 
cac12 lM ••••••••• o. lml. 

Polipeptona o proteosa 
peptona •••••••• , •••••••••••• 5grs. 
Peptona de soya ••••••••••••• 5grs. 
Extracto de Levadura •••••• 2.Sgrs. 
Extracto de carne •.......••. Sgrs. 
Lactosa ••••••••••••• , • , ••••• 5grs. 
Acido asc6rbico ••••••••••• 0.5grs. 
B-disodio glicerofosfato ••• 19grs. 
MgSO 7H20 lM ................ 1 ml. 
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AMORTIGllADOREB. 

TE pH 7.4 l.O rnM Tris-el pH 7.4 
l rnM EDTA pH 8 

pH 7.6 l.O rnM Tris-el pH 7.6 
l. mM EDTA pH 8 

pH 8 10 mM Tris-el pH 8 
l. mM EDTA pH 8 

TAE 50K para l lt: 
242 g Tris Base 

57.l. ml Acido acAtico glacial 
J7.2 g Na EDTA•2H20 pH a.5 

SM para l lt: 
50 mM Tris-Hel-pH 7.5 

l.00 mM Na el 
8 rnM Mg S04 

0.01 % gelatina ( 5 ml de una soluci6n al 2%) 

GTE 20 1111! Tris-Hel pH 8 
50 1111! glucosa 
10 mM EDTA 

Amortiguador de Lisis 
l.O mM Tris-Hel, pH 7.6 
0.8 M guanidina isotiocianato 
40 mM Nael 

2 mM EDTA 
0.4 t Laurilsarcosine 
28 mM B mercaptoetanol 

4 M Acetato de amonio 

o se esterilizan en autoclave. 

Amortiguador para DNAsa I (2000 u/mg) 5-15mg/ml en: 
20 rnM Acetato de sodio pH 6.5 

5 mM eael2 
O. l. mM PMSF 

50 t v/v glicerol. 
Se almacena en alicuotas a -20 ºC. 

Amortiguador de carga para electrof 6resis de DNA. 
10 \ Ficoll 
o.os t Azul de brornofenol 
0.25 t Naranja G 
o. 5 "' sos 

APENDieE 

Se hace una solución de 100 rnl y se alicuota en 20 ml. 
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PEG/NaCl 

EDTA 0.5 M 

BOLUCIONEB. 

20 % w/v Polietilenglicol (MW 8,000) 
2 M Na Cl 

APENDICE 

Se lleva al volumen total con amortiguador SM y se 
guarda a 4·c. 

Se disuelve 186.l g Na EDTA· 2H o en 700 ml de H20, 
se ajusta a pH 8 con 10 M NaOH ( aprox. 50 ml) y se 
agrega H2o hasta aforar el volumen total. 

Bromuro de Etidio. 

RNAsa 

Proteinasa K. 

se disuelve Jmg/ml de bromuro de etidio en buffer TE 
y se mezcla. Se guarda a 4•c en la obscuridad. 

Disolver RNAsa pancreática en una concentraci6n de 
lOmg/ml en lOmM Tris-el pH 7.5 y 15 mM NaCl. Hervir 
durante 15 minutos y dejar enfriar a temperatura 
ambiente , se almacena en al1cuotas a -2o·c. 

Solución Base. 20 mg/ml en H2 0, se almacena a 
-2o·c. La concentración en la solución de trabajo 
es de 50 µg/ml. 
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