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RESUMEN 

Las bacterias lácticas son microorganismos ampliamente usados en la industria de la 
fermentación. Su importancia no sólo reside en la preservación de alimentos, también 
se encuentran involucradas en el desarrollo de sabores: y texturas.-: Su papel no' s" 
restringe a la industria, ya que son comen'sales de sistemas digestivos de _mamiferos, 
entre ellos el hombre, y se empieza a investigar la posibilidad de -utilizarlas 'cómo 
vehlculos de vacunas orales. -

A pesar de su importancia, los estudios sobre éstos microorganismos -no -se han 
diversificado mucho, especialmente en el área de la Biologia Molecular, los avances 
han sido lentos, por lo que en este trabajo se planteó la posibilidad de introducir el gen 
de alfa-amilasa de Bacil/us /icheniformis en Lactococcus Jactis, para utilizarlo como 
modelo de un gen heterólogo y poder asi estudiar estabilidad del plásmidci' y-expresión 
de un gen no lactococal, que son fenómoenos muy poco documentados. Además se 
deseaba trabajar con dicha amilasa para explorar la posibilidad de tener un marcador 
genético inócuo, en una bacteria GRAS (General recognized as safe). 

Para cubrir este objetivo, se diseñaron tres construcciones con dos vectores 
lactococales, el pLZ12 y el pMG368 , en una de las construcciones con el pMG368 se 
utilizó un promotor y un terminador lactoccocal, en las otras dos construcciones se dejó 
el promotor' propio del gen de alfa-amilasa. _Estos plásmidos, que ya incluian el gen, 
fueron -transformados' en L. lactis cepas IL 1403 -y MG1363 por electroporación, 
después de que _se hubieron establecido las condiciones adecuadas. - - - · 

Los result~do~'/;~uestran'..inestabllidad __ esiructural en _todas las construcciones 
reálizadas; pero se óbserlián diferentes fenómenos. En el caso de_ las construcciones 
donde se utilizó.el promotor de la alfa-amilasa, nunca se vio· expresión.y el gen fue· 
eliminado -cómpletamente del vector. En el segundo caso donde el promotor y el 
terminador' usados eran de origen lactococal, _si se, observó actiVidad_ amilolitica que 
reusltó inestable y parece que el plásmido fue elimina.do, i:onser.ian'dose unicamente el 
fragmento que codificaba resistencia a eritromicina::incluido.en el .eromosoma de la'. 
bacleria. · - '· ·• -' - _, " ..... .. 

El mecanismo de replicación de_ los vectores úsadcis cJ~e ~{ p~r .\,;;culo r~dante) 
parece ser el principal causante de los fenómenos observados,-ya que· durante la 
replicación, estos plásmidos generan intermediarios dehebra simple los cuales pueden 
recombinar fácilmente, dando origen a deleciones. - · · -
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INTRODUCCION 

De todos los microorganismos, las bacterias lácticas son las más üsadas por el hombre 
con la posible excepción de las levaduras (Sandine, 1987). Tradicionalmente se han 
utilizado en la producción de alimentos fermentados de muy diverso origen como 
vegetales, carnes , leches, etc. Sin embargo, la importancia de. las fermentaciones 
lácticas no se restringe a la preservación de los alimenlos, . también son muy 
importantes en el desarrollo de sabores y texturas. · 

Adicionalmente se les han atribuido a estas bacterias diversos -be~~ficios a a la salud, 
como disminución de desórdenes gastrointestinales (son comensales' de sistemas 
digestivos· de mamiferos), se ha reportado que pueden detoxificar carcinógenos, 
metabolizar colesterol, aumentar la respuesta inmune y e' incluso disminuir caries 
dental.'· · 

Dentro de e,ste amplio grupo conocido como bacterl~s ·,¡¡·cticas se encueníran las del 
género· Lactoi:occus, las cuales son muy importantes en la industria del'queso y otros_ 
fermentadosJácteos. .: Estos, microorganismos- son: capaces de secretar proieinas. a 
través-de su membrana y pared hacia el medio de cultivo, lo, que las hace' productoras 
potenciales de proteína heteróloga f'extracelular. _ A.demás las bacterias lácticas 
presentan otra ventaja; · pue~ su uso en Ja industria alimentaria y farmaceútica no éstá 
limi.tado, ·ya que se_ consi~eran GR,llS (General Recognlzed as Safe). . -

Todas e~tai~ará~;eris;i6as h~ce~ ~u ~~ni¡:Íulación genética atractiva, sin embargo, los ' 
estudios realiz.ados y los avances obtenidos no se han dado fácilmente. <. 

El desarrollo de vehículos moleculares para la transformación de las bact¿ria~ -lácticas 
se ha topado con muchas dificultades. Frecuentemente se observan 'problémas de 
inestabilidad plasmídica que se acentúan cuando hay insertos. de DNA,·: aún :si .estos 
son pequeños (Kiewiet, et al, 1993). Este fenómeno se e presenta:- 'en ; otros 
microorganismos Gram (+) y ha sido particularmente estudiado en a::subtilis (Bren, et 
al, 1988; Grus & Erfich, 1989; Leonhardt & Alonso, 1991) · · . ;: . · · - · 

Esta inestabilidad se asocia al tipo de replicación (Grus,, et a/,"1989; Kiewiet,' et al., 
1993). Se ha observado en plásmidos que se replican por el mecanismo· de: círculo 
rodante la formación de multimeros de alto peso. moleÍ::uláí,' la- presencia ·de 
intermediarios de hebra simple, muy activos en recombinación y: la: terminación 
prematura de la replicación, hechos que incrementan la lneistabilidád tanto-estructural 
como segregacional. · " · · " 



Aparte de la inestabilidad plasmidica, en bacterias ·lácticas se. ha ,observado 
incompatibilidad plasmidica y sistemas de . ." restricción . y modifipación . que 
frecuentemente evitan la transferencia efectiva de· genes (Chopin, et al.; ._1984); ·otro 
importante problema es el poco conocimiento 'que se Uer_i~ spbre ~las . s_eñales de· 
secreción y expresión (van de Guchte, el al., 1991 a)" adem.ás de· que también se han 
observado la formación de estructuras secundarias_ en RNA que impiden o disminuyen 
la traducción cuando se modifican'los· plásmldos''por,irisercióri·.:de_:un'gen •. ',(van de 
Guchte, eta/., 1991b). _·. · .. ·• .. · .. :·.·. ;:;.:,.· >'. ;:-• ... >!)/ /•¡ .i<:'•• '-.>•• ·. • 

Por todo esto es importante)enér sisternar~ai~ ~I -~~~u~i~;·~e\LJ~j~~ión, de la 
secreción y de la estabilidad de genes'heteiólogos;en',bai:terias.'lácticás,cya que si 
podemos acrecentar nuestro conocimiento. sobré _las reglas que góbiemari todas_ estas 
funciones, será posible incremen~ar Jos beneficios que obteneíllos de estasba~te1as. 

En este trabajo sé ~¿;11~~r~~ tr~{c2n~i~~~~~~sÚ~ ~6~·~ifJ~fü~;·;1á~~:d~¡: a~~os · 
de origen Jacto'cocal,••. pará•'tratár, dé' introducir;· el 'gen•'. de· alfa:amilasa; de .. Bacíl/us 
licheniformis • eri '· LactococcUii 'iactis y: así;: poder: entonces:· estÚdia( éstábilidad y' 
expresión de ~n gen de origen h .. terÓJogo en un,a bacteria láctiéa> .• "'· '. ••• . .. 

~. ·':, ~:~·-:: ·· ·;;.:i' :·· ,r.;'.:r·. ,,,._, ·--'---- ,_.;- ' .;:->;; 

Se decidió t~;J,ar ei gen de alfa. amilasiide Saciií~s lichenifoimis'i:orñ'o modelo 'por dos 
razones i>nnéipales: .. ·- ,, .. :; ~;=~ ::;, . '''t ''f'.' -~?~ '<VI. . . 
- Este gen permitiría estudiar.su.expresión ldentlficarido la' presencia o no de actividad 
amiloHtica en la misma caja'de_cultivo'con una prueba rriúy_serÍcilla. : : -.:, . 
- Además. este gen. daba la posibilidad. de, tener, un, marcador genético. que .pudiera 
considerarse: inocuo . (a; diferencia . de .10~ ; marcádares '.usados: tradicionálmente. que 
codifican resistenéia a antibióticosi de tal modo, que 11.i> hubiera.restricciones pára ser 
utilizado en bacterias que_ intervienen en procesos destinadós a alimentación humana y 
animal o en producC:ión de fármaco~; · · · · 
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ANTECEDENTES 

BACTERIAS LACTICAS 

Los microorganismos han estado involucrados en la preparación y procesamiento de 
alimentos de consumo humano desde las épocas más remotas. La principal causa por 
la que la fermentación se ha usado ha sido la producción de ácidos, alcoholes y otros 
inhibidores . microbianos que además de tener una acción preservadora mejoran 
sabores y texturas (Walker & Gingold, 1990). Las bacterias lácticas tienen un papel 
fundamental en muchos de estos procesos fermentativos y dentro de éstas, las 
especies más usadas· en la preparación de alimentos y bebidas pertenecen a los 
géneros Lactobacil/us, Lactacoccus, Leuconosloc, Pediococcus y Streplococcus (van 
de Guchte, et al., 1992b). En la Tabla 1 se ilustran las aplicaciones y las especies 
más i.mport.antes. · 

El termino 11~ b~Ct~¡i~s : láé::ticai ~emprende un grupo de microorganismos gram­
positivos, microaercifllicos;'. que no forman esporas. En este grupo se . encuentran 
diferentes vías:: de?. fermentación de carbohidratos cuyo producto final .. · es . 
exclusivamente :'ácido'..- láé:ticci .: (homofermentativo) o cuando merios.''el 50% 
(heterofermentativo) ·áéié!o'lácticó (Kandler, 1983): La producción de, dicho ácido 
ocasiona \uíiÍ.disrniriuéión d~I pH .·que inhibe el crecimiento de. bacterias espcirulantes 
y otros patógenos; · ádémás las bacterias lácticas producen algunos bioantagonistas 
como antibioticos y bacteriocinas (Chassy, 19B7). .. . •.. . ... 

La función más importante de las bacterias lácticas es la fabricación de productos 
lácteos;; madurados,· 'ádemás se sabe que de las .. industrias. ;que. utilizan. 
microorganismos ~s la segunda en importancia después de.las que producen bebidas 
alcohólicas. '',l\Únque los quesos son los productos lácteos más Importantes también 
existen otros productos significativos como el yogurt, la crema agria,' la mantequilla, .,¡ 
kefir, el koumlss y la leche estilo bulgaro (Ward, 1989). · · · 

Como. se ~e~cfo~ó las bacterias. lácticas tienen diversos beneficios sobr~ la salud, 
como. ta disminución· de desórdenes gastrointestinales (son coménsales de sistemas 
digestivos de ·mamíferos). Se·· ha reportado ; que pueden : detoxificar : carcinógénos, 
metabolizar. colesterol.· y. aumentar· la . respuesta inmune (Goldin · & . Gorbach, .1984;. 
Guilliland, et a1.; 1965; Perdigón, eial., ~.9B6). . · • · 
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Tabla 1. Usos de las bacterias lácticas y principales especies utilizadas. 
(McKay & Baldwln, 1990) , . · · 

,. - - . -··-------------·-·-----------------------------
F~rm(mtáci¿nes "vegeÍal~s , ..,_ · · <: _"-;: ·; 

· · L&uconostoc me's8nteroides 
· Pediococcus pentosaceus 
· Lactoba'='llu:i plantarum 

FermentaC!ones carnJcas 

Bebidas . 

· : . LBCtóbacilfus pfa-ntarum 
Pediococcus acidilactici 

Alcohalicas · 
.-_: t&UconÓStoc o'enoS 

·: Lactoúacillus delbrueckJi 
caféycocoa' . , . . . .· .. , 

·-:·-~~rias esp_ecles· d.~ _b~~t~ri_as lá_cticas 
~:'.. ._· :~ . . - •' ·:: :': ':· --

__ ·:~¡_a~t~~~-~~~~,~~-i~ruecWi '-Salsa de soya 

. _ _ º:.t;· -P&d~oc~~cus sOyea · 

Fermentaciones- tradiclónáles .. _ . .· 
Varia~- ~sp-~ci~s ~~ ba~eria.S· _láctica~ 

·- ; __ . 
Ensila ge 

': :LaCiobaéillu~ Ptantaium­

Problótic~~ en salud huma~~;~.~~i:~al 

Embutidos 

, Lactobacíllus acldophi/us 
, ~act~bacillus casa( 

Lactob8a11us brevis' 
Lactobacit/us plantarum 
Lactobacíflus fermentum 
Lactob'acíllvs delbrueck.ii 
Lactobacíl/us J&fchmanil 

Lactobacillus caseí 

Productos lácteos 
Lactococcus lactis ssp /sctis 

Lact'ococcus lactls spp cramoris 
Lactococcus lactis spp lactis var. diacetylactis 

Leuconostoc mesenteroides ssp cremonS 
LeÜconastoc tactis 

Streptococcus salívarius ssp thermophi/us 
Laclobaci//u delbrueckii ssp bulgaricus 

Lactobacillus helvaticus 
lactobacillvs acldophi/us 

Lactobacil/us casei 
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Lactococcus 

Las especies de· este género son muy importantes en la industria. Algunas cepas son 
utilizadas como cultivos iniciadÓres en la manufactura de quesos y bebidas derivadas 
de leche. Son células ovoides, de 0.5 a 1.0 µm de diámetro, generalmente se 
encuentran en pares Ó en ·cadenas cortas. Gram Positivo (Breed, el al., 1957). 

.,_. '"¡, ,.-,'· • • 

Estudios taxonó~iba/rebie~ies indican q~e · Streptococcus taclis, Streptococcus taclis 
ssp diacety/actis y Slreptococcus ·cremoris. podian unirse para formar una sola especie 
yaque poseen :·en '.:común. enzimas como las deshidrogenasas lácticas y la ~­
fosfogalactasa, .además'de tener el mismo % mol de G + C (40.3 - 41.5 %). Entre 
estas bacterias se encuentra cuando menos 50% de homologia en la secuencia de sus 
bases. ·· ··· · . . .. . -

Actualmente, la esp~~;~·.Stre~Íococcus /actis se conoce como Laclococcus lactis y se 
considera se encuentra integrada por tres cepas: Lactococcus /actis ssp lactis cepa 
NCDO 176, Lactococcus lactis~'spp cremoris cepa NCDO 607 y Lactococcus Jactis ssp 
diacety/actis cepa NCDO 1,76: :· · · · 

ARREGLO DEl MÁTERIÁLGENETICO 
, i· • .:'-:; •. >~:~-~:\ ;;_,:·:: :: \ .. ~' ' : . 

En el genol!li, b~~t~ri~~~ podemos :ncontiar, además . del cromosoma, DNA 
extracromosomal en;torma'd,e moleculas,circulares ··que pueden replicarse de. manera 
autónoma• y.· qué: generalemente :nó ·son·. indispensable·s para ·la célula; 5.Jlo en 
ambientes E!spe,;!~~°,~ (fl¡l°,al & fsistE!r; 1988). · · · • 

- --- ,.-._ - ·-,' ... \."'."'/' . \ ~, . .· .. ' '' 
El estudio Cí~ 1~ .!leíléuca.:de las,bed~n~s •. láclicas ·está ·ampiiárnente relacionado ·con 
sus.· plásmidos, .ya qué; nii.icha~ : deJás •. funcio~es ··metabólicas importantes ,en,.; las. 
fermentaciones .industriales ~e encuentran. codificadas en· dichos plásmidos; lcis .cuales . 
;~~:eralmentE! son in~~t¡¡b!: <;,:s~~·n & Davi."E 198,4).: ,A.lgunas de estas fÚnciones .· 

• Utiliz~~ión de ~zúcares ¿orno lactosa, sacarosá, y xilosa, las:cuaies a~emás de ser 
fuente .·de ·carbono y :energia son la .base de. la. prodÜcción de ácido lá,ctico. íMc l<ay 
& Baldwln, 1978). 
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- Producción de proteinásas. El .crecimiento en leche es dependiente· de este sistema 
enzimático que permite la degradación de la caseína P<lra su utilización. {Kok, 1990). 

Utilización. cie ¡:itrato.. Ét citrato puede ser utíliz~do. como·. fÜe~te alternativa de 
carbono ya que se presenta en múchos .sustratos usados en.· fermentación como teche, 
frutas y vegetales. sú degradación geneiatmente resulta. en lá forniaciónde prociüctos 
no usuales como diacetílo/a~etóína,<i.butanediol yiáceialdehído, ·1cis ·cuales son 
importantes en.el sabor y aroma de algunos alimentósremientados coinó mantequilla y 
queso cottage: {Hugenholtz; 1993):' ·' .;:,:'· . . . 

- Producdón d~ b~~i~r1tc::~as:!So~ compuestosantÍ~lcroblanos; generalemente de 
reducido espectro; .· prcidÚcldos ·por las bacterias lácticas para eliminar microorganismos 
muy cercarios. ·¿, _con.Jos: que· comparten'. el mismo nicho ecológico (Klaenhammer, 
1993). •' ,. ,ü> '< ': 

- Reslsten~laib:cte~é>f~go~; los plás~idos pueden codificar sistemas de restricción 
y modificación· que destruyen, arrágo o bien Intervienen en un mecanismo conocido 
como "Infección 'abortiva'',' 'én donde la expresión del plásmldo inabilita o reduce la 
capacidad deifágo para producir progenie en la célula (Coffey, el al., 1991 ). 

--.. - :. ~ ,_:_·.' .-. '-'·. - : ; . . ·r. ~; ._ -, · __ ,, . _- ' 

- Slstemás 'efe.restricción yniodificaclón {Chopln, el al., 1984). 

Et estudio de todos\isios· ptásmldos ha sido Importante no solo por las funciones que 
codifican, sinÓ)ambién:para~la clonación de genes, ya que se han.utilizado en la 
construcclóri._de. ;:vectores para lácticas y como fuente de· genes industrialmente 
Importantes {Kok, 1991)~'.: · 

TRANSFERENCIA DE GENES 

En 1962 se reportó ta prllTÍera trá~sducción en Lactococcus lactis (Allen, el al.; 1962). 
Fue el primer proceso usado extensivamente en el análisis genético de las bacterias 
lácticas; Tanto caractéristlcas codificadas en plásmldo como en cromosoma han sido 
transferidas por.esta via, :dos de las más Importantes, la. fermentación de lactosa y la·' 
producción de' prciteasas pudieron ser estabilizadas (McKay, et al.; 1978; :·Kemple·r, G. 
et al., ,1979):' · <.·.~:-' · ... - · ''" ., 

La fusión de protopiástos como un mecanismo de. trar¡sferen.cia géniéa ekL. l~ctis, fue . 
posible. gracias al· desarrollo. de ta metodología de producción :·y: regéneraclón. de 
protoplastos (Gasson, 1980). Con es.ta base Kondo y Me Kay, repórtarcinén 1982 la 
primera· transformación exitosa en la . que . obtuvi.éron una.· eficiencia .. dé· .. 18.5 
transformantes por microgramo de DNA. En trabajos posteriores (Kondo & Mckay, 
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1984, Okamoto, et al., 1983) se optimizaron las condiciones, hasta que en 1986 Simon 
reporta una eficiencia de SX 1 O 6 transformantes por microgramo de DNA para la 
resistencia a eritromicina. · 

A pesar de que se logra tene/a1ias efi.cienci~s · de' tran~formacÍó~, los investigadores 
continúan enfrentandose a problemas para' la estandarización y la reproduclbilidad de 
los métodos publicados, ya que la variación entie·e intra cepas es muy alta. A la 
fecha, los protocolos. se han modificado ; y. se .'prefiere. la . electroporación como un 
método más eficiente y sencillo· de transforfTláción .. : · 

ELECTROPORACION 

. . 

La electroporaclón es . un método .'conveniente para introducir DNA plasmidico en 
células vivas, ,·con : el ;_que generalmente se tienen eficiencias mayores de 
transformaCión qu'e cori los métodos qulmlcos. 

' - :-<~:-. .__:., . -.- ··-e _· 

No 'sé tiene claro como un campo eléctrico puede facilitar la entrada de DNA a células 
sin afectar severamente el funcionamiento normal de las membranas, lo que sf se sabe' 
es que cuando· las células son expuestas a campos eléctrico;, una serie de cambios· 
fisicos y biológicos ocurren. En campos eléctricos de baja intensidad las membranas 
de las células se polarizan, si los cambios en el campo eléctrico induceri un potencial 
de membrana que caiga en el rango de 200-400 mV, se forman áreas: de 
desorganización reversible, en donde se cree que rupturas transitorias pueden ocurrir, 
haciendo a la membrana permeable a moléculas y macromoléculas. (Chassy, 1987): ' 
Asimisri10, se ha visto que es prerrequisito para la transformación la unión del DNA a la 
superficie celula.r (Xie, et al., 1992). · 

La electroporación fue usada para introducir exitosamente DNA primero· en céluli<is da 
mleloma de ratón y_ subsecuentemente en linfocitos, protoplastos de Bacil/us cereus, 
leva.duras y protoplasios- vegetales. · 

En L. tac/is _los. primeros trabajos que se realizaron reportaban eficiené:ias de 
transformación, de 1 X 102-' S X 10s. transformantes por µg de DNA (Harlander, 1987; 
Powell, el at .... 1988; Mclntyre & Harlander, 1989); solo en el método que_desarrollaron 
Hola & Ness (1989) y·que fue··optimizadri en L. tac/is ssp cremoris se consiguen 
rendimientos'súperiores a 1 X io7 transformantes I µg dA DNA, la inovación en este 
método .es la· utilización de glicina al 2:5%, como debilitador de pared, en· el medio de 
crecimiento de las célÚlas que. van a ser transformadas, desafortunadamente; . el 
método no pudo ser utilizado en otras subespecies de L. tac/is, ya que la glicina en tal 
alta concentración inhibe el crecimiento (Wells, et al., 1993). 
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DESARROLLO DE LOS VECTORES DE CLONACION 
. . 

Una amplia variedad de· vectores se han desarrollado, . al~uncis. de los cuales tienen 
funciones específicas como:·aislamientci 'de::promotores, térrninadores, _señales de 
secreción y de expresió.n. Los hospederos pára 'estos 'vectores son géneralmente dos 
cepas de Lactácoccus lactis,'en.las'clláles lo.s .. plás.midos que codifican los sistemas de 
restricción y modificación" tian"sido' elimiriádos;' estas son: L:' lactis ssp lactis MG1363 
derivada de L. /actis ss¡:í /aclis'NCQ07J2'(Gaiison;1983) yi... laCtis ssp lactis IL1403 
derivada de la cepa IL594_ (Ctiópjn;''e/al.;";.1984): · · · · >< · 

:::::::ZzjJ~1~&'1;~.1t::;;,'"'' 
2) Desa~ollar ~actores ~ 1a~'ii d~ ~;á.i~idoi.lbri~t;¿,;s ~nco~trad~s en las bacterias 
lácticas. (Tabla 3). 

a)pAMll1 •''-· 

Es un plásmidÚo~jugativ6'6~ti~ido de S(fa~calis a'parti~ d~I cual Simon &_ Chopin 
(1988)consÍruyeron dcís vectores: pll252·y_ pll253J Ambos. plásmidos poseen el 
marcador .•.JÍlacrolido:lincosa·midá:estretograminá s,·. que· les_ confiere resistencia a 
eritromicina.:'-.EI pÍL252 és ·un vector de bajo número de copias'( 6 - 9 ), mientras que 
el pll253 se presef)ta_eri ¡¡ltonúmerop!5 -85 )., Estos plásfl11dos pueden soportar de 
manera estable fra_gment'?s de DNA_de hasta 30 kb. · . . . 

b) plP501 
. . 

El plásmido pGÍ3301" es. un. plásmido obtenido. de u~a delación. espontánea·. de el 
plP501 de S. faecalis (Behnke; et.al., 1981);: Tiene cama marcadores la resistencia a 
eritromicina y,.cloranfenicol. : Es un plásmidó grande (9,8 kb)' con pocos; sitios de 
restricción. Aun cuando acepta insertos grandes a veces éstos .son:. sujetos a 
delaciones. · · · "· · · · ·::;.;·:·::··_-.. · · 

.·;'."- -,-. - ""-=---

Se desarrollaron otros vZcto~:¿ ·. qt·e pueden' re~li~arse tanto en· E/poli comb en 
Streptococcus como el pVAB38. (Macrina, et al.;· 1982). pSA3 '(Dao. & . Ferretti, 1985) y 
los pMU1327 Y: pMU1328 (Achen,. el al., 1986) pero ·no han sido utilizados 
extensivamente. · · · · · · .. · 
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- ' ................................................................................................................................... _ ............................................................ .. 
Tabla 2. Vectores· de clonación heterólog.os _____ .. ____ .:; _____ .......... .;~_..:~_.:._ _____ __..; ____ :_:~_..:.. .... ____ .:.:__ .. _,_ __ ,. __________ ., __ _ 

Vector Replicón ·- Tamano 
. (kb) 

plL252. pAMB1 4.7 
:,,,-: 

pll253 pAMll1 5.0 
•:.-. '·-'· 

pGB301 .. plP501 9.8 

pVA838- 9.2 
pVA749 

. pAC&C184 pSA3 
T 'plP501-

pMU Í327/ pVA838 
1328 

----------------------· 

Bajo 
.2 , ~¡¡__, " . 

Rele_rencia 

· Slmon & 
Chopln 1988 
Sfmon& 
Chopin 1988 
Behnke, et al, 
1981 
Macrina, et al., 
1982 . 
Oao & Ferretf, 

: 1985.' 
Achen, el al., 
1986 

Tabla 3;· Vector!l.s.d,é_clonÍlcló11 basados_ ª11 repllcon!ls,lacfoc:ocales. 

Vector -

.-. 

;,-,---- ·:.-1º' 

. . ¿~" . .·. ·" Núriléío . 
· marca_dor . . -~de coplas i 

pGK12 pWV01 EmCm aaiii . , Kok', et al., 
1984 

pGK13 EmCm Bajo Kok, eta/., 
1984 . 

pGKV21 ,_pWV01 

pNZ12 pSH71 .4.3 

EmCm Bajo . van dér Vossen <' ·, .:· .. el a/.,'1985. 
cm Km Alto: de Vos, 1986 

pNZ123 pSH71 2.8' .. Cm Atto Simons,G. 

pCK1 pSH71 5.5. 
com. pers. 

cm Km Atto Gasson & An· 

pVS2 pSH71 5.0 emcm 
dersori, 1965 

. Von Wright, et 
····· - . , a/,-1987.'" .. -

pFX1 p0125 _,· - -:·-"s.5~-

pFX3 p0125 ' . 4.5 -
:Cm Xu, et a/.,1991a 
Cm Xu, el a/.,1991b 

• Em = erttró~lna, Cm ='clorafenlcOt, Km·= kanam1Ciña, Té~tétnt.ciclina. 
' . 



Otros plásmidos que hari funcionado en Baci/lus subtilis conió el pE194, pC194 y 
pUB110 no han podido ser.transformados en L/ac/is; a pesa-r'ae-que los genes·de 
resistencia a eritromicin'a; cloranfenicoi,y kanamicina que se encuentran eií cada 'uno 
de estos vectore han sido expresados en Laclococcus -(~ok,' el a/.i. 1984;'-Gasson' & 
Anderson, 1985). · - •: _ - · - - · -

. >.·; '.~ 

2) Vectores COI) replic(jnes lact~co~leÚ \ 

Todos los veciJ;e~;~~~-'.~~ h~~- ~~~~;¡,¡\ado,ie h~rí derivado'de:-~--~l~~n1i~~~ criptic~s: 
el pWl/01 de•C lactis)'}ssp Creniáris;y el pSH71 de Liláciis;spp'lactis. _ Ambos 
plásrrildosson i:apaces'de· réplicarse'aparte,dé'en L;Jactis en'B.'•subtilis y' E. coli 
(Leenhouts, el al., ;199_1).'.' El análisis de sus· secúencias y niodo' dé replicación indican 
qué perteríecen ala clase_•de plásmidcis_que generan intermediarios de hebra simple 
durante su- replicación por_ circulo· rodante (Leenhouts, et al.; 1991; ··: Gruss _& Erlich, 
19_8_9);- ; :.}~~-:-:· --· -',f:·_ ;:,- --· :' -: . ---- : · . -- - - - -- . .- -

Como marcadores')~~n-éticós' en:c:ésto~' pl~~mid~s sé han ÚsadÓ lo~ genes- de -
resisteni::ia_ 11: eritiomiciriá;' cloranfenicol ·y_ kanamicina (Tabla 3). En -algunos. casos 
estos genes ofrecen la posibilidád de clonar DNA produciendo la inactivación del gen, 
facilitando _la _selección __ dé transformantes: _Por otro lado sitios _de restricción múltiple se 
incluyeron en los vectores para ampliar las posibilidades de clonación.- - - - · 

Además_ de los 'vectores generales ·'se C:oílstruyeron otros para identificar señales de 
transcripción,_ como prorrio_torés' y terminadores, vectores de expresión y vectores con 
señales de secreción (Tabla 4). - -

' ' ' .<· ' ;.. . . . ~~- ;: ; 

Vect~res de integra~ión-
como se m-e~cio~ó. -~¿ch~~-d~:i~s funciones importantes de las bacteri;is lácticas se 
encuentran codificadasen:·¡:ilásmido y pueden ser perdidas fácilmente por inestabilidad 
segregacional de los' plásmidos,' por_. esta razón algunos grupos de investigación se 
dieron a la tarea de trabajar con vectores de integración. Dos tipos de estos vectores 
se han desarrollado: (derivados 'de· plásmidos heterólogos incapaces de replicarse en 
Laclococcus y aquéllos derivad~s _del replicón pWl/01 (Tabla 5). 

EXPRESION GEN~Tl.CA ENLactococcus 

Para poder hablar d: mejoramiento o ~anipulación genética es nece_sario el 
conocimiento y la ccimprensió_n de_ las señales que permiten la expresión de un-gen. 
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Tabla 4. Vectores con funciones especificas 

Vector Replican 

Selección. .'. '. · · ·: ·. 
Promotor/terrÍlinador':: .. . . 
pGKV210 PW\'.01, 

pBV5030. pWVW· 

pMU1327 pVA380·1 ,,.,, 
pNZ336 ',:.·ps_H71 

pGKV259 ··Pwv01 

Señales de fraduccióri .. 

pFX4, 5 y 6 ... pD125 

Expresfón y secreción 

pMG36e.: 
pMG36 

·pWV01 

Selección de péptido señal 

pGA14 

pGB14 

pWV01 

pWV01 

.·Gen 
marcador 

Em 

Em 

Em 

Cm Km 

EmCm. 

Cm 

Em 
Km 

Em 

Caracteristicas 
relevantes 

Gen cal-86 sin promolor 

Gen cat-86 sin promotor 

Referencia 

van der Vossen 
el al.; 1985. 

.. Bojovlck; el al.; 
1991, 

Gen.cal 194 sin proriicitw . · :~~~~~:el a/., 

Gen de B-ga/ sin proinot~r· . Slmons, ét al., 
·. 1990 .. ·· 

Contiene enlre ;t ílrri~ot~r · V.ri der Vossen 
P59 y el gen cat-86 un sttlo. eta/., 1985. 
·sal l y un sttio Psi l. -

Fusiones Je se~a;es ~e.-- -
·.traducción c~n taéz. 

Vecior de expresión 
. constttutlva, contiene 
el promolor laciococal 
P32. . . 

~romoÍ~r SP02 y gen · 
amy sin secuencia seftal 
Gen de B-lactamasa sin 

· - --promotor y sin secuencia 
seftal. 

-· xu, eta/., 1991b 

van de Guchte 
et al., 1989 

smnh, eta/., 
1987. 
Smílh, eta/., 

-. 1987. 

* Em "" eritromiclna, Cm = c/orarenicol, KÍn = ka.í8mielna 
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Tablas; Vectores de integración desarrollados para L. lactis ----------------:..:..:_ .. ..:_.;. __________________ :,. _____ _;.._~------------------
Vector Derivado Gen Características Referencia 

del. plásmido marcador relevantes 

Origen heterólogo 

pWV60A/B pBR322 Cm Integración ilegltlma en Leenhouts, et 
alguna medida. al., 1989. 
La amplificación se pierde 
gradualmente bajo condl-
ciones no selectivas. 

pKL10AIB pBR322 Em Amplificación probable- LeenhoÚts, et 
mente dada por Integración al., 1990: 
de muttimeros. 

pKL203AIB pU8110 EmCm Amplificación Inestable Leenhouts, et 
al., 1990. 

pKL4008 pTB19 Em Integración estable de una Leenhouts,el 
copla al., 1990. 

pKL3018 pSC101 Cm Integración estable de una Leenhouts,el 
copla al., 1990. 

pE194/ pE194 Em Integración estable Chopln, et al., 
1989, 

Origen lactococal 

pORl28 pWV01 Em Disponible para Integración Leenhouts & 
Campbell-like en cualquier Venema, 1993 
localización. 

plNT23 pWV01 Em Disponible para integración 
Campbell-like en el gen pepX 
inac11vandolo. 

pOR1280: pWV01 EmlacZ Integración por reemplaza-
miento. 

p1NT29 pWV01 Em Integración por reemplaza-
miento en el gen pepX, pero 
la Integración del tipo Camp-
bell no Inactiva al gen. 

p0R113 pWV01 Em Puede generar fusiones tra-
ducclonales en el cromosoma 
por lnteg.ración Campbell-like. 

pOR119 pWV01 Em Integraciones azarosas en el 
cromosoma por Integración 
Campbell-like 

------------------------------------------------------------------------
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a) Transcripción 

A partir de los resuÜados obtenidos. con los vectores para seleccionar promotores 
(Bojovic, et al .. 1991; van der Vossen: et al., 1987, van der Vossen,. et al .. 1965)y de 
los datos obtenidos de. algunos ·genes de L lactis aislados (Kok, el ál .•. 1968; 
Handrikman, el al .. · 1989,;Vari-Belkum, et.al .. 1991) se identificaron las siguientes 
carac!eristicas comunes a los promotores lactococales (Van de Guchte, et_al., 1992b): 

1) Predominio de A en la posición.O (inici~ de la transcripción) ~de T.~n la~osici~n :·1. 

2) Una secuencia - 35 TTG y_unaregión rica en A que recuerda)a secUencla- 10. 
, ·,.· --- . - ~-: - , - . . :_ . -. '.. , '. -'. · .. ':·;e . ·. 

3) La distancia que separa las secuenéias - 10 y e 35 tiene ·aparentemente más de 17 o 
18 nucleótidos (lo usúalmente encontrado en E. co/i y en B, subtilis): 

b) Traducción 

En los genes de L. laclis que han sido clonados y ánalizados, principalmente aquéllos 
involucrados en el metabolismo· de la lactosa (Renáúlt;_ et al.; .1989; Boizet, et al., 
1988, De Vos & Gasson, 1969), proteasas (Máyo,· el al., 1991; Nardi, et al., 1991) y 
genes de resistencia a fagos (Hill, et al .. 1990) se observa que el codón de. inicio de la 
traducción es é:asi siempre AUG, aunque tambien funéiónan UUG y GUG y que en la 
región ·que precede a este codón se encuentra la secuencia de SD, complementaria al 
extremo 3' del. rRNA 165 de L /actis (3'-UCUUUCCUCCA-5'). . . . 

Sobre la utilización •de. codories: por las lácticas no ·hay cons"enso, ya que varia 
marcadamente entre los. genes; en general,· L tactis ·muestra preferencia por codones 
con A o U en la última· posición,' lo que refleja el álto contenido de A + T del 
microorganismo (van de G.uchte; et al.,1992b) 

CLONACION DE GENES HETEROLOGO.S 
. -

A partir del desarrollo d~ vectores de .clonación y de la metodología para .la 
transfonmación de las bacterias lácticas se inició 1a·c1on~ción de.genes heterólogos con 
un éxito relativo. Los genes que.se hari clonado hantratado de evitar la adición de 
enzimas purificadas (en la producción de qúesos ·y ensilaje) o aumentar. la capacidad 
antimicroblana. Recientemente. se empiezan a' utilizar. las· bacterias· 1ácti.cas ·para· la 
clonación de antigen.os que induiéim respuesta'ininune"específica de tal.manera que 
las bacterias pudieran . ser usadas como vehículos de vacunas (Tabla _6). · 
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Tabla 6. Genes heterólogos clonados en bacterias lácticas. 
. . .• ' ' ~ ---·--------------------------. ---------------.. ~-.. ------

Gen Origen Receptor: "Vector uso Re!. 

Prochymoslna Bo\llno L /BcliS pNZ18 Producción de queso 
:r:' 

Llsozlma huevo L. /Bcfis pMG369 , AGtlvkl?d antimicroblana 

a. 'subt111s >L /a.~Ís pGKVÍ10 
:''. 

Proteasa Maduración del queso 

Llsozima · Baclerlofago T4 L; /aclis Í>M.G3.6• . Actividad anlimicroblana 4 
E.Cóll . 
eac1enrifago 

Alfa·amilasa B. L. Jactis pGAK1 Aislamiento de señales de 5 
licheniformis pGBK1 exportación de protelnas 

Luclferasa Vibrio. nscheri. L. /actis pSB292 Estudios de la regulación 6 
del metabolismo de la 
lactosa. 

Alfa-amilasa B. L. /actis pNZ12 Aislamiento de señales de 7 
• stearothermoph//us · eJ(flortaclón 

Fragmento C de la IÓX!na del létanos L. /actis plLPo1 Vacuna oral 8 

Endoglucanasa ' Clostridium Lb. pSA3 Ensilaje 9 
thermocellum plantarum 

Endoglucanasa C/oslridium Lb. pERM3.2 Ensilaje 10 
thermocellum p/antarum pSA3 

Alfa-amilasa B. 
stearothennoph/lus 

Llpasa Staphy/ococcus Lb plipSi Desarrollo de sabor 11 
hyícus curvatus 

Alfa-amilasa B. Lb. plL253 Ensilaje .. 12 
amy/oliquefaciens plantarum 
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Endoglucanasa B. subtilis Lb 
acidophi/us 

pAM610 

Alfaamilasa B. · Lb. reuteri : ·e pPSC20 

Endoglucanasa 
Xilanasa 
B·glucosidasa 
Endoglucanasa 
Xilanasa 
Endoglucanasa 

stearothennophl/us Lb .. ec/dophilus 
Lb. p/antarum 

. Lb: helvetlcus · 

• i.b. Clostridlum · 
thennocellum ·. p/a~t~rum 

C. acetobutylicum 

B. tíbriso/vens.. 

Colesterol oxldasa Strep/omyce.s sp Íb. case/ 

pWP37 

pNZ19 

Ensilaje 13 

Ensilaje 14 

Ensilaje 15 

Desarrollo de texturas y 16 
sabores· · 

Llsostafina staphyloeoecús · Lb. casef pGKV210 
s/rnulans• .:· . . . .. 

Anllmicrobiano éspeclfico 17 
contra s, aureus · · · · 

Colesterol oxidasa SlreptomYciis.. l.ii'.:reuterl · pC194 
•· lividans :·• · · · 

Ol~mlnucÍó~ d~I contenido 1 a 
de c:Oiesterol en allmenlos 

Alfa amilasa ·.•.·• B. /;iie~i~Jm¡s Lb. pNZ12 .. En;jj~¡~ ( 
-• B. subtllis i . " • • p/antsrom, · •,· ., 
/-~,~ '..:·~>~. <>~ ,.o·:;;;.~·,.;:<'. 

19 

____________ ,,_ ... _ .. -.. ---:---:-7·--~-----~-------------------------
Ref.: 1) Slmons; et aÍ., 1.ea7: ·2) .van de GiJ~hie;et al.) 19Ú .. 3}. van de Guchté,' et. ai.; 1989> 4) . van 
de Guchte, et al., .19.92. 5) .Pérez·Martlnez; et al.,.1992:· 6):,Eaton, et al.; 1993. :-7):: van Asseldonk; et 
al., 1993 .. 8) Wells;,e/ a1.,' 1993, • 9)'. Bates; et al,; ,1989: 10)'Scheirtlnck, et al.~ 1989.' 11) ·.Voguel, et 
al., 1990. 12) .Janes & Wamer, 1990.c 13). Hack & Pack, 1990. 14) ~Cocconcelil, et al., 1991 15) 
Scheirfinck, etal., 1990. 16) Somkutl;cetal., 1992 .. 17) Gaier, etal.;1992. :18) Brigidl, etal., 1993. 
19) Hols, et al., 1994.; · · ·· ·· · 
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Es importante señalar que aún cuando se han clonado'8 diferentes genes (además de 
los que codifican resistencia a antibióticos) en L. /actis, no se puede.hablar de que se 
encuentren sentadas las bases para la manipulación de esta bacteria, porqüe lo que 
se ha observado es una expresión muy pobre de los genes próbados y en ocasiones 
cuando se clonan enzimas, éstas son inactivas. · 

. . 

Otros genes que se han clona_do en otras bacterias láctic~s (Lactobacil/~s),. se 
encuentran también en la Tabla 6. 

ESTABILIDAD PLASMIDICA 

La estabilidad de un plásmido es.definida como.la capacidad de' la célula hospedera 
para mantener la estructura del plásmido asegurando su. expresión y manteniendo 
cuando menos una copia por célula (Wei, et al., 19_89); .• 

Existen dos tipos de inestabilidad: 

La inestabilidad segregacional, en la que el plásmido se pierde totalme-nte después de 
una partición defectuosa a las células hijas. Se ha visto que en· este tipo de 
inestabilidad al menos dos sistemas son importantes, la replicación (Kiewiet, et al.,, 
1993) y la partición (Williams & Thomas, 1992). · 

La replicación no solo mantiene un número de copias promedio por célula, también el 
tipo de esta replicación puede condicionar la estabilidad del plásmido; se ha visto que 
el pWV01 (Leenhouts, el al., 1991) y el pSH71 (Gruss & Ertich, 1989), ambos de L. 
/actis pertenecen a la clase de plásmidos que generan intermediarios de hebra sencilla 
durante su replicación por circulo rodante (RCR por sus siglas en inglés), lo cual tiene 
consecuencias importantes para la capacidad de recombinación de estos plásmidos 
tanto legitima como ilegitimamente, además de la formación de multimeros lineales de 
alto peso molecular (HMW) que impiden una segregación adecuada. 

La partición determina como las copias del plásmido son distribuidas a las células hijas 
en ·cada división celular. Los . determinantes· genéticos de la partición se han 
encontrado codificados en diferentes plásmidos y se han agrupado por su similitud en 
la familia de genes sop I par y la familia /ne Fil (Williams & Thomas, 1992). 

. . .· .. :: .. '·\· .. < : .. ·.~,::.· ·~; ·~ . - ' 

El segundo tipo de inestabilidad,;la estructural, generalmente involucra delecicines en 
los plásmidos, se· han· reportádo _:·diferentes.: mecanismos que pueden explicar este 
fenómeno: integración. de; secu'enciás_: de : DNA" homólogo dependiente de rec E 
(Ostroff, et al., 1984; Rapopórt, et.~/., 1979),' restricción y modificación del DNA 
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plasmidico transformados (Tanaka, 1979) y transposición. _-Además deleciones 
independientes de. rec. E_ taínbién_-_se: han_ obsel'Vádo (Uhlen,. el al ... 1981). 
Adicionalmente ambos tipos de inestabilidad pueden verse incrementados por insertos 
de DNA {Gruss & Erlich,'.1988; Bron &.~uxén; 1985).• · - · -

Particularmente en bacteria¿ iá~ti~as ~on-pocos los e~tudiós' de estabilidad plasmídica. 
Recientemente se pÚblicaron dos trabajós en lo_s qué se estudia 'la estabilidad de los 
plásmidos pll205, pll252 y pll253 en L; Jactís en fermentación por lote (El Alami, el 
al., 1992) y en ·cultivo continuo ('D'Angio, el al., 1994), en ambos casos se observa que 
es necesaria la presenciá de una "resolvasa" en el vector para que este sea estable. 

No se encueni;a e~- la literatura ningún estudio sistemático del ef~cto de insertar DNA 
en plásmidos de bacterias lácticas aún cuando se -ha observado inestabilidad 
segregacional en muchos -de los trabajos de clonación de genes heterólogos e 
inestabilidad estructural en algunos casos como en la_ clonación de: l_a Usozima de 
lambda en L~ /actís {van de Guchte, et a/., 1992) y de la lisostafina -de B. s'!btilis en Lb. 
casei (Gaier, el al., 1992). - - -

Con los antecedentes dados se propuso el siguiente objetivo general de_ este trabajo: 
'·. ·- - ~ ': . . . . . ~. - - ·. '~" - . '. . .. " 

"Emplear el -gen de alfa a.milasa de Baci//us licheriít~rrT1is c6iim u~ modelo 0pa;a el 
estudio de la expr_esióri de genes heterólogos ~11.La~i'J,cacfus l~dis•. ' · 

Pa~a cubrir este obj~tivd'se pl~nt~áron _ Ías sÍguientes ~cU~id~dés~ • 

"Determinar las condiciones' óptimas de electroporaciÓn'ciel.actÓcocé:us táctís". 
. . ·- ' ' •· ·:. ' . >',. • • •• ·.-. ' .· ~ ·,~o-, ' '... ¡ '" . ' 

" Construir ~~cto;~s r~c~mbln;~i~s para'18 cl()~aciÓ~ d~1 gen de;~lfa-amnasa de 
Bacillus lichenit,armis en LactocÓCcús laclis~ verific~ndolo_s d~ ser posible en E. colt'. 

" Transforinar LactÓcaccus lactis con las construcé:io~es realiZádas". 

"Analizar las bicterias lácticas transtomiantes, en términos 
1
cle su activid.ad amilolltica, 

de la presencia del vector de clonación y de la localización ·del inserto (gen de alfa 
amilasa de Bacíllus licheniformis) en las células transformadas".· -
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METODOLOGIA 

Microorganismo y plásmido 

Las bacterias y los plámidos utilizados se enlistan en la tabla 7,. 

E colifué crecida en LB (Maniatis;et al., 1982)~ en LB solidificado con agar al1.5% a 
37°C. L. lac//s se creció e.n M17 (Terzaghi &Sandine, 1975) con glucosa 0.5% en 
lugar de lactosa, o en Mr7 ~glücosá éon agar \a so·c; Para la transformación de L. 

lactís y la obtención de DNA iotai ~ pla~midico se añ~diÓ treonina 20 mM al medio de 
crecimiento como debilitador de pared:}\ " . . . . . 

. ':°';',-"·; \ -,;e,<··.,_<.• ,.·.;··:.<:L ;'. 

Los aniibÍóticos'iu~;~m IJsádos a fas slgÜientes concentracionesfínales: Eritromicina 5 
µgf mi y. cloránfenlco1'1 o. µg/Ínl :par .L. lactis y eritromicina 500 µgfml, ctoranfenicol 10 
µgtml y anipicilina 50'µgfml para E.'cofi . .:c·é · • 

Las ~~pas snS~str;~ ~ Úa~srC>;;;,ad~~ fueron conservadas en glicerol 40% y 20% a 
20'C y a ~70'.(;·, < -. . 

Manipulación del [)~~· 
. ' ·,; .~ ' ' ~' .. ": 

Extracción 

El DNA pla~mídÍcdd~I:. col/ fué obteriidó por la. técnica de Bimboim & Doly (1979). 
Para la extracción. de plásmido de L /aclis,;tres diferentes técnicas se probaron: la de 
Bansal :/Das'(1989) para aislamiento de plásmidos y fagos de· E. co/i,·una .técnica 
desarrollada por el Dr. Brui:e Chassy ¡jara Lactobacil/us (comunicación personal) y fa 
técnica de O'Sullivan. y Klaenháínmer (1993) ·para la extracción. de. plasmido .de 
Lactococcus y, Lactobacil/us . . Una modificación de está última fué la que sé seleccionó 
por rendir un.DNÁ'plasmidicÓ concml;'nos contaminación cromosomal .. (aunque.ésta 
nunca se erradicó por completo).• Básicáinénte ésta téénica consiste en lo siguiente: 

- Se toman 5ml de.Üri cultivo dÉÍ toda la n.oche .. Se centrífuga y se lavan las células con 
BufferTris-HCl10 mM, pH a.o.· ' . . · 
- Se resuspende .el .botón ,en 200 µ.1 de sacarosa al 25%. Se reposa en hielo 1 O min. 
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Cepa o plásmido 

Cepa 
E:col/ 

DK1 
LE392 

L. lactls ssp lactls 
MG1363 
IL1403 

Plásmidos 

pJ07 

pUC-amy 

pLZ12 

pMG36e 

pGK13 

pGl<V11 

Tabla 7. Cepas bacterianas y plásmidos 

Características relevantes 

recA' 
supE44 supF58 hso'R514 
galk2 gafT22 metal 

tac prlP. Sin plásmldos• 
Sin plásmidos• 

pBR322 con el gen de alfa­
amllasa de B. /ichenifonnis 

pUC 19 con el gen de alfa­
amllasa de B. lichenlfonnls 

Vector lanzadera para E:. coli 
,y L. lactls. pNZ12 con sttio de 
restricción mllttiple. Replicón 
del plásmido pSH71. cmR. 

Vector lanzadera para E. co/i 
y L. /actis. Vector de expresión. 
Promotor y tenninador lactococal. 
Replicón del plásmido pWVO!: 
emR. 

Vector lanzadera para E; col/ y 
L. lactis. Replicón del plásmido 
pWV01. emRcmR.. , , 

.: · .. ·~···:-.' .":I<:~·.:·. )··,­
Vector ianzádera para e.'.'<1011, 
B. subtllli'y U lactis., Replicón • ,, 
delpWVO(' Piórriotár SP02:. 
emR7cmR. / ·;. , • , 

. Origen o referencia 

Colección del laboratorio 
Silhavy, et al., 1984:: 

Gasson, 1983. 
Chopln, et al., 1984. 

Joyel, et a/., 1984 

Colección del laboratorio 

De Vos, 1986 

van de Guchte; et al., 
1989. 

, Kok,··~I al., 1984 

;·van derVossen, eta/., 
1985 ' ,, 

; ,:·. '' .. ·., "·•' ·: ' ' ------------·---------------·-·· .. -----.. ···--------·------------
•Estas cepas se han.curado dt plásmJdoS p;JCque s9 ha eÍléontrocto que en algunos de e11os·se encuentns la lnrormación 
que codmca para sfsternas de restricción y modtftcaefón; ade!Ms de esta manera, no se dan problemas de lneompaUbllldad 
plasrnldlc::a. · · · · · ' 
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- Se añaden 400 µI de solución alcalina de SOS (SDS 3%, NaOH 0.2 N), se mezcla 
inmediatamente y se incuba 10 min a temperatura ambiente. . · · 
- Se añaden 300 µJ de acetato de .sodio 3 M (pH 4.8), se mezcla inmediatamente y se 
reposa ·en hielo 10 min.. . :._ _ :·> . . . · 
-Se centrifuga a 15 ooo rpm·cturante 15 min.: ./ : · ·: ::: \• . ·• .... . . 
- Se transfiere el sobrenadante a un nuévó tubo yse .Je agregan 650 jJJ de i~opropanol. 
- Después de 30 min. se centrifuga a 15 000 rpm durante 15 min. : , ; ; . : , . 

. - Se remueve todo el JíquidO Y: se resuspendé el botón 'én 280 µJ ·de agua· destilada 
estéril. -... •e· '··:·· ':· ·: · ' · . o.:': · 
- Se añaden 175 µI de acetato de'amcÍnio 7.S M}.cario.5 mgtm(de brolllüio'de etidio. 
- Se añaden 350 µI de fenol-cloroforín·ó, se rneiéia bien y se cé.ntrifuga' á13 ·ooo rpm 
por 5 mi.n. . _ . : -, ,<-~-··.·-:_,,, ___ ,~-~.:·:::-·:-'.~~::\:::;;::o,::; .. :-- .'.:i~:> .. :~~.;<.-'.~ ·}:·._ ··.· , __ -· .. ·· :· 
- Se transfiere Ja fase acuosa a un nuevo tubo y se Je-añade~1 mi de etanol.· Se deja a 
-20ºC cuando menos 1 hr. Se centrifuga a 15 000 rprn durante) 5 rnin.\' · : : . : . 
- Se Java con etanol 70%, se"rernueve.todo'.el'Jíquidó(se'seéa:y se"r!Ísuspende en 
Buffer TE ( Tris-HCJ 10mM, EDTA 1 mMiptt8,9).i:•'. • - ''', ~ 

Cuando se requería tratar c~n RNAº~~~;éit~~e'Usó ~ u~a ~o~6'~ntr~ciónde 0.1 mg/ 
mi y se realiz,ó una Umpi_eza posterior con fenol: fenol-cloroformo y Cloro.formo~ · · 

Cu.ando se necesiÍó DNA tótal s~ extracción sé r~alizó pOr un ,,;étod~ r~~omendado 
por el Dr. Bruce Chassy (Com. pers.): -· ·· 

. , , 

- A partir de un cultivo de toda Ja noche, se siembra un matraz de SOO-rr;J,. _ : -
- A las 4 horas se mide Ja densidad óptica y se cosechan las células; lavaridolas con 
bufferTris-HCI 10 mM, pH 8.0 tres veces. ,: . · ;: ~= ·:<-·. ' . 
- Se resuspenden en 15 mi de buffer Tris-HCI 10 mM, pH 8.0 y se les'agrega 12.5 mi 
de PEG (peso molecular promedio 8 000). Se agita en vortex. · ··?, ·. · , .· '.,,·. - · 

Se agrega Jisozlma a una concentración de 100 µg por UAdel cultivó ?riginal. 
- Se incuba a 37ºC durante una hora . . ·• · .. _ : . - .. _ · _ . 
- Se recuperan las células y se resuspenden en la décima parte ·:del volumen original: 
del cultivo de buffer TE. • :_'-· . . , , .. 
- Se mezcla y se agrega 1/9 de SDS. ,: ': .: :·=:· .'• · · .. :. . . 
- Se Incuba a 37ºC por 15 minutos. , . . . .,, :· :C:: :- .... <~ . :. . . · 
- Se Je agrega un volumen de fenol, se agita por inversión y se ·centrifuga para sepárar · 
la fase acuosa .. .. · . ., ., ' ( :•J.·. : •, -.- . : :·. · :,; · 
- Esta última ~s nuevamente tratada con fenol-clorofo~o (1:1) :;~e vuelv~ a obtener . _ 
Ja fase.acuosa. ··-. _ .•.. '. : .. : .. ···.· .. .'- ·- · --: ·· · 
- Se agrega acetato de amonio 7.5 M y se mezcla.·.-.·-.· · •· · · -::• :. · .:· .·: 
- Se precipita con al menos 2,2 volurnenes de° etanol abs.oluto y se· deja precipitar a ; 
20ºC al menos 1 hora. : : · · : · · · · · 
- Se centrifuga a 15 000 rpm por .15 minutos .. 

,20 



- Se seca el botón y se resuspende en buffer TE. . , . 
- Se agrega RNA'asa a una concentración final de 100µg·/ mi, se incuba 1 hora :a 
55ºC. . . .. . . . . .. 

' - . -... "" •,· : ,. . 
- Se ajusta la solui:ión al 0.1 % con SDS y se agrega proteinasa K a una concentración 
de 100µg I mi. Se im:uba a 55ºC; 1 hora.> ·; : : , ; ' . . 
- Se limpia la m'uestra· con feriol,:fenol-cloroformo,: y ctorofoimo-isoamilico, agitando 
sotoporinversión: /i ·:,:: ¿ :;!\ ::':.C.:•, ;; .. ·y.: .· ' 
-. En cada paso se cen.trifuga y se recupera la ,fase acuosa:· >•'•.· " .. . ·.: 
- Se agr.éga 1 f. 20 de N.a et 5 M y 2.2 volúmenes dé· etanol absotuíi:i, se dejá precipitar 
a.-20.·ctoda,la~oché:• ·¡:::¡ C: ,,;, :.\ ·.;.·i'.:(' :-: ' .... ·· ·. . 
- Se centrifuga a .15 000.rpm por. 15 mi.nulos y 'se tava'el botón con etanol al 70%. 
- Se seca perfectamente y se résuspE!ndei'en TE. · ·· · 

Las enzimas de restri~ción utilizadas'. 'ta nuclea~~ MJ~g-B~an, la fosfatasa alcalina y la 
T 4 DNA ligasa utilizadas (Amersham y Boehringer GmbH) fúeron usadas de acuerdo a 
las instrucciones del provedor .. Los plásmidos' y sus iragITíentos de. restricción fueron 
analizados por electroforesis horizontal en'.getes·de agarosa (0.8 -1.2%)., La limpieza ' 
de los fragmentos para ligación se llevo ·a cabo ·con.Gene·ctean ( Bio - .10.1 ). · Todas 
las manipul~ciones de DNA in vitre ·se llevaron a cabo como lo' describe Manlatis 
(1982). 

Transformación 

E. co/i rué transformada por eteé:troporación siguiendo la técnica de Zabarovsky & 
Wínberg (1990);' pero .·utilizando: agua· C:omo medio de electroporación · (Heerr & 
Dunican; 1989): ·· · 

L. taclis ta'mbién se transformó por electroporación, pero, en este caso fue necesario 
determinar las condicionés óptimas para la transformación, ya que aún cuando habiar. · 
sido reportádos vaiios métodos, ninguno de ellos daba altas eficiencias::· Se probaron 
diferentes parámetros como volumen celular en la cubeta del electroporador,· diferentes 
concentraciones de DNA en la transformación, debilitadores ·de pared como glicina y' 
treonina y ·tres, diferentes medios de etectroporación: Buffer Hepes] niM;. pH, 7.4 
(Mureana; et al., 1988); Buffer de fosfatos 7 mM, pH 7.0,.MgCl2 1 mM, s¡¡caro_sa.272. 
mM (Chassy, 1987) y agua. 

La transf~rmació~ se realizó en un G'ene Pulsar (Bio-Rad Laboratories, Rich~o~d; CaÍ .. 
USA) en cubetas con una distancia interelectrodos de.0.1 cm,'con las siguientes· 
condiciones de operáción:. Vottáje 2.5 KV, capacitar 25 µFD, controladorde pulso 200 
Ohms. · · · · · · '. 

El procedimiento general fué el siguiente: 
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- Se creció el inóculo por 12 hrs en M1]·Qlucosa-treonina a 30ºC, sin agitación. 

-Se transfirió al 1% a medio fresco y se incubo 4 hrs: .. ·. ··· ·: . . 
- Se cosecharon las células y se lavaron con. glicerol' al .10% .tres veces,. estas .células 
se pueden mantener de esta manera listas pará la· transformación:a·.7o•c durante un 

máximode6meses. . ... " .... ·· .. •· ...... ,. , .. " 
- Al.momento de transformar, seJavaron. con 'el~buffer•de· electroporación y'se 
mantuvieron en hielo. "· ... i·,; .. ·:.- · ·•· 
- Se colocaron en la cubeta las células y el DN,A' (el indicadó para cada prueba) y se 
les dio el pulso, Inmediatamente despué~ .. élel_cual:s_e les'agreigó M1i91uc.-sacarosa 

0.3 M (para estabilizar a las células) ys-e incubáión duraníé 4 horas'.'·:··. · 
- Se plaquearon las células en cajas de M1i c'cm el 'ántibióticci maréador del plásmido 

introducido y almidón si se riecesitaba~"cietecíár a'é:uvidad.'' :, • 

Las transformantes se obtenían efltre 24 y 7,2 harás depués de' la transformación. 

Las transf~rmánte~'iuer~n i~e~tifi~~as porJa actividad amilolítica en placas de M11-

glucosa 'almidón (lagÍi.ié:os'a.'se disminuyó para estcis"éasos af ci.1°/oy el almidón se 
usó al 0.5%).;Se reveló con lugol(iodo 'metálico 1%;yoduróde potasio 2%). 

' - . ·-~'. ---, ·--'. ,. ;' _,.; ; -~- - ' ...., . -· ·,'. . . 

Adémás _la ·presencia cteí gen y ~el plásn\ido fue 'c?nfirmád~ por hibridación, utilizando 

32p. alfa :: dÓTP, .:utilizándo': la metodología:. propue~ta por . Manlatis (1982) para 
transferencia·. de· . · DNA. á ·.filtros !de nylon: e. hibridación· de: estos y siguiendo · 1a 
instrucciones del Kit'dé Multiprime' ONA labelling systenis 1601Y de Amersham. De 
cada •gel ,. se·; 'realizó· doble ·.transferencia· para· poder· comparar dos sondas 
simultáneamente: · · · · 
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RESULTADOS 

Para poder cubrir el objetivo del trabajo, sé tenia inicialmente que establecer las 
condiciones de transformación. Para E.· co/i. Jos· protocolos; reportados satisfacian 
nuestros requerimientos, pero para L. /aétis no': ya que aún cuando en· Ja literatura sé 
encontraron varios métodos, los resultados: que se· ·obten.ian río· eran ·por mucho Jos 
que se reportaban. Así pues, se decidió tomar cómo Jos paiámeitros a revisar el medio 
de eJectroporación, Ja presencia en el medio de. Crecimiento de debilitadores de pared, 
el volumen celular en Ja cubeta del éJectropciraélo(y la concentración de DNA; '. Las 
condiciones del Gene-Pulser se mantúvieron constantes en todos Jos experimentos en 
25 kV/cm, que es la máxima potencia del generador.y es, además Ja que aseguraba Ja 
transformación de las células sirí-árecitar_su viabilidad . 

. .::·:·· ·:·>.:·. 
'•/:;: 

Transformación de Escherfbhi¡co/i . 

E. coli .fue transfo~ada collra té¿nicade Zaborovsky &,Winberg (1S90),·vari~rídose 
las concentr.acio.nes de DNA y Jos\iofúmenes celul.ares. El plásmido que se utilizó p-ara 
hacer las pruebas fÚé el pLZ12;é1 cual.se escogiópor ser un plásmido de áJto número 
de copias en el que .habían sido' clonados y expresados genes 'en' .E. éoti y diferentes 
Gram. + (de· VÓs/ comunicación. personal).? Las-.· transformantés-. se: seleccionaron en 

placas con Cm auna.concentración de10 µg/ml.(>·····.···· ··; ·.· •.. . .• .··' ,' ·. . . ·. 

Como se pued~¡o~;:eí'/a/e~-f~!ta~i~ ~. 1~rri;~-irri~eficie~ci~~e tr~n¿f~nn~~ÍÓn ~Úese 
obtuvo con el plá~mido pLZ12 eri'Eco/ifúe-dé éx 1óS_,UFC/µg de DNA/ml, J~ cÚal 
no es muy buéna."ya que en'E, ccilísé déb~n~btener iie~u~nciá~ delorcten dé:1os , 
por Jo que se prob~ron las mismas condiciones pero us'ándó el _ pJásmidÓ pUC .9 en Ja 
transformación, con este plásmidó se o'btu_vieron 5 X f¡jB UFCl µºgcie DNA/ ml,'lo que 
mostro qúe las ·condición es eran : adecuadas·.· pero i¡Üe • Ja' eficiencia se. podía ver 
disminuida' por el uso de un vector con replicón_.de origen Jactococa1.·- - .. . .. ,., ' .. ~ '.,. :' "' ' - - ;_•;. . '·. ,- ' 

Además, se vio que ~Í . voÍu~'en ~~fular es'~na ~ar~~terf;tica' que influye sobre Ja 
constante de : tiempo -de ·resistencia-capacitancia -:que ·.se·, obtiene·•ar dar. el choque 
eléctrico,. dicha- consfanté, cié ,resistencia'.capácitan,cia -define/ dEi manera indirecta la 
amplitud del pulso (Ver apéndice).-.:· Al parecer· se· obtienen Valores menores de esta 
constante conforme aumenta ·er:volumen' celular.(d.e.4.B'lllseg en 50 µI a 4.3 mseg en 
200 µJ), fo que aparentemente tiene efecto sobre la eficiencia de transformación que 
aumenta en un orden de magnitud al pasar de un volumen de 200 µI a un volumen de 
~~ ., ' ' 
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Tabla 8. Determinación de las condiciones de electroporaclón de E. co/i 

Concentración de DNA plasrnfdico 
Volumen 
celular Oµg 0.1 ¡¡g. 

50 µI e._o x 1_ os w=ciµg!rnl 

100µ1 

200µ1 

,:.·· .. ·; ; 

Las pruebas se realizaron en E. ro/i LE392 ~~el plás~klo f)L.Z:1i .. 
Medio de electroporación: Agua tridestllada, estéril :_:: · 
Condiciones de operación del Gene Pulsar: 
Vottaje: 2.5 KV 
Capac~or: 25 µFO 
Controlador de pulso: 200 ohms 
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Transformación de LaCtococcus lactís 
-. ' ··-'' '. "-· .- -

En el caso de la transforrn~ción de L~ctcíco;cus con el mismo pLZ12 se probaron tres 
medios diferentes de : eleétroporación/ para posteriormente establecer el volumen 
celular que se iba manejar y la concentración de DNA: . , .. . . . . 

,·.·.'.;..·' .--·' ·;,\;.;[_-;· 

Corno se obseniJ' én la tabla 9, l~;,~áyÓr eficiencia se Óbtuvo iransformando enagua, 
aun cuando.los 'medios'que',iradiciionalmen,te se han'..~útilizaridó en bacterif!S)ácticas 
son buffer de fosfatos'{;bufferHEPES;en.·este último (corno'se anótaen la tabla) no 
se obtuvo ninguna transfcir,rna_nte.'}: ~\~. · ·: · . · ;: ::;;: · · 

corno en el ci~ri ~~ ~-i~~íi 1'~ co~~i~~t~ ~e iÍ~~'¡,6:i~s~1to'f~v~;~~ al~~Í¿~en celul~r. 
4.5 mseg para 50).11. de célÜlas y· 3.6 mseg para;200:µ1, :Asimisrno>lúificiencia .de 
transformación también, disminuye;· es: importante'señalar que· 1a· • electroporación •no 
tiene ningún efecto nocivo sobre las· células, como se observo al plaquear las células 
transformadas en medía sin antibiótico. · · ·· · · · 

<. <·. ' . - ·_, ._ ~- : 
La máxima eficiencia de transformación (S.8 X 1 o3 UFC/ µg DNA/ mi cel) se obtuvo 
con un volumen en la cubeta de so. µI de células y o.3 µg de DNA, por lo qué sé 
tomaron. éstas condiciones. para. probar. si debilitadores de pared como. treonlna . y 
glicina en el medio· de crecimiento· podian facilitar la entrada del DNA y ·con. ello· 
aumentar la eficiencia. Como · se puede observar en la tabla 1 O, el• número : de 
transformantes se aumentó en un orden de magnitud utilizando treonina en el niedio, 
sin ninguna diferencia entre .las dos concentraciones probadas. Por el contrarío, al 
usar glicina la eficiencia disminuye, aunque se debe aclarar que el crecimiento también 
se vio mermado con este aminoácido y que pudo ser la baja viabilidad de las células la 
razón de la poca transformaéión: · .. 
Utilizando las condicionés establecidas para la electroporación, se transformaron otros 
tres plásmidos lactococales:· pGKV11, pMG36e y PGK13, obteniéndose para éstos 

eficiencias de 3.0 X 103,'~1.ix 104 y 2.1 X 103 UFC/ µg DNA /mi cel respectivamente 
(Tabla 11) lo que hablaba de que el protocolo establecido funcionaba en general para 
L. lactis y también. se· podia ver que los vectores que mejor se transformaban eran el 
pLZ12 y el pMG36é:· '.Finalmente se verificó la integridad de los plásmidos para 
comprobar que.la elecÍropÓración no los afectara (Fig. 1). · 

~·-;/. , ·<:;T:< ._::;,, :· , .-· . 

lntroducdón ~el gen~e ~lfa~a,milása de B. licheniformís a L. lactis e 

Para introducir del g~~~ae:~¡¡;;;;~il~;a de B. líc/Jenfformis én L. /actis se diseñaron tr;;.s 
diferentes ~onstrucciones con d~s diferentes véctores: el. pLZ12 y el pMG36~; .ambos 
de origen lactOcocal y con la capacidad de replicarse tanto en L. /acÍis cÓm~ en E:. co/i 
(Tabla 4): · · · · · 
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------··--··---------------------
Tabla 9. Detenninación de las condiciones de electroporación de L; /actls 

Medio de electroporación: Agua 

Concentración de DNA plasmidico 
Volumen 
celular 

50 µI 

200µ1 

o µg 

4.0 X 1.03 UFC/µg/ml 

1.0 X 102 UFC/µg/ml 

Medio de eleCtroporación: Buffer de fosfatos 

Concentración de DNA plasmídico 
Volumen 
celular 

SO µI 

200µ1 

o µg 

Medio de electroporación: HEPES 

No se obtuvo ninguna transformante. 

0.1 µg 

0.3µg 

5.8 X 103 ÚFC/µg/ml 

5.0 X 1 o2 UFC/µg/ml 

.0.3µg 

2.6 X 1 o2 UFC/µgtml 

3.3 X 101 UFC/µg/ml 

Las pruebas se realizaron en l. lactis IL1403 (con una con.centraclón .celular de 4 .X 10 7 
UFC/mO con el plásmido pLZ12. 
Condiciones de operación en el Gene Pulser. 
Vottaje 2.5 KV · 
Capacttor 25 µFO 
controlador de pulso: 200 Ohms 
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Tabla 10. Efecto de la tréonina y la glicina en la eficiencia de 
· transfomÍacíón de L.lactis · 

.Medio de creclmientó · 

M17 
· .. •;re ;~·~M ·; .Tre 40 mM 

5.8 X l O~ U;C/µ~fml ·~ 

Tabla 11. Efecto de 1il'coricenfracióll d~DNA én la tranforlnación de 
:_··.:~~~~r~rt~-~)l~-~-~-§J~?~~-'~~~oco-~~1~~-:,: ~~,~--

o µg 

-·· .,- - .- ·-··· '•""' , .. - '· 
Concentración de DNA 'i>lasiiiidico 

0.1 µ9 Plásmido 

pGKV11 

pMG36e 1 ;i X 1Ó4 UFClµgÍml 9.0)C 102 UFC/µg/ml 

pGK13 2.1~103UFClµ~~~I•'' 1.~X1~;UFC/µg/ml, 
Pruebas realizadas en Llactis IL1403 con el plásmidÓ.pLZ12;·. . . • . •. 
Se ulilizaron las mismas condiciones que en el experimento anlerio·r añadiendo treonlna 20 mM 
al medio de crecimiento. · · · • 
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Figura 1. Análisis de los plásmidos. Obtenidos de transfomiantes de cepas 
IL 1403 y MG1363. C1 pMG36e e IL 1403. C2 pMG36é' MG1363. C3 pGKV11; 

IL 1403. C4 pGKV11 - MG1363. C5 pLZ12 -· IL1103. Cs pLZ12 - M.G1363. C7 
pGK13 - IL 1403. Ce pGK13- MG1363. Cg lambda Eco RI I Hind llL 
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pLZ12 

La estrategia de clonación para este vector se ilustra en .la Fig. 2. El fragmento Bam HI 
1 Eco RI del plásmido · pJon:¡ue contenía el gen de alfa-amilasa con su promotor 
original; fué ligado en el ,sitio Bglll /Eco Rl del 'pLZ12, estós sitios se escogieron 
porque al esta.r 'en.él polyli,nker no se debían alterar las funciones originales del vector. 

La. construC:cióntfué · tran~f~rmada. ~n E. coli LE3s'2 por electroporación con las 
condiciones', descritas' en materiales y,niétodos:.' Se obtuvi.eron 900 UFCI µg de DNA 1 
mi de células:\ C?e'éstás'.se'aislaron .100 de.las qué mostraron actividad en placas de 
LB.eón alíllidón (Fig.";3);· el 'plásmldo de. estas transformantes fué obtenido y cortado 
para vérifica~·la 'cónsíil.icí:ión''ccin enzimas" de.restricción qUe reconocían sitios únicos 
en el plásmidó'( EC:o-Rl,',Ncól;Apá l)'o en el gen (Cla I, Nde l, Hind 111 ). La figura 4 
muestra'·" el mapaYde{restricción;del ·:gen de. alfa-amilasa y la figura 5, el gel 
correspoiJdiente á ia,digestión'del plásniido pLZ12-amy, en donde se puede ver que se 
encuentran :'tcidos'cJos:::sitios;de:.corte 'esperados tanto .del gen como del vector. 
Aslmisnio,se'puede otis!iivar. que·.el tamaño del plásmido corresponde al esperado, 
que es de 6880 pb-(Fig;:2): :,.e · ·· · · 

• ~;;:-:. ;.;(.:.,.-.. c.,. 

Una vez'Jeriftcacta\íc'6nstrucción'Se transformó el pÍásmido pLZ12-amy ~n L. lactis . 
cepas MG1363 e ILÍ403i sé'obtÚvieron solo 200 UFC/ µg .de DNA 1 mi .de .células 
(promedio dé 5 transféirma'ciones· diferentes). Es, notorio. que. la. eficiencia de 
transformación delplZ12-amy en comparación a el pLZ12,sin ir1serto es 250 .. IÍeces 
menor. ·.·. · · ·· · · ·· ·, ,,, ..... ·- 'e· 

.-:-- .-,_ -·,, "~· 
AÍín cuando las. transformantes obtenidas crecieron bien' ~n: el niedio .·con cl~rafenicol 
(10 ¡Jg /mi), ninguna mostró actividad amilolitica en placa; por lo que.en un principios.e 
pensó que podía ser un problema de expresión, asi 'que : después t' dé varios· 
experimentos se seleccionaron 50 colonias al azar. para determinar la 'presencia -del 
plásmido. En el gel (Fig 6) se observa un plásmido de ,3.6 kb, que· es' máE. pequeño 
que la construcción electroporada e incluso que el .mismci pLZ12;Janíbién se puedé 
observar que con el inserto el rendimiento en la extracción)deiDNA;'plasmídico es 
menor, probablemente a causa de una disminución en el número de"copias del vector. 
Este fenómeno se presentó de igual manera en las dos' cepas de L /ai:tis utilizadas 
{MG1363eIL1403). .- . 

Se realizó un mapeo de restricción del plásm.ld~ presente en las transformantes 
lácticas: Aparentemente las enzimas Cla 1 y Hind 111,:que tienen sus sitios de corte 
dentro del gen, no cortaron y las enzimas que tienen sús. sitios en el plásmido si lo 
hicieron, pero la interferencia del cromosoma"~es--tan -grande que no es posible 
determinar confiablemente el tamaño de los fragmentos de restricción obtenidos, por lo 
que se decidió retransformar este plásmido {el pLZ12-amy obtenido de L. /actis) en 
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Figur~>2. Co~~truc~ióri del plásmido p L Z 12 -amy . ' .. ' . 



Figura 3. Actividad amilolitica observada en E. co/i LE392 transformada con el 
plásmido pLZ12-amy. 
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Figura 4. Mapa de restriccion del. gen de: alfa-amilasa de Bac17!us lichentformis. 
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Figura S. Digestión del plásmido pLZ12-amy obtenido de las transfonnantes de 
E. co/í que mostraron actividad en placa. C1 Lambda Eco RI I Hind 111. C2 pLZ12· 

amy I Eco RI. C3 pLZ12-ainy I Neo l. C4 pLZ12-amy I Apa l. C5 pLZ12-amy I Cla 

l. C5 pLZ12-amy I Nde.I ·c7 pLZ12-amy I Hind 111. Ca pLZ12 1 Eco RI. 

p 

.. " !"' t; r r-, 
'"' l 1 ... 1 

' l ··1 ,&Z12- '· y 

' 
~. 

t ,•. 

Ut AMA 

.... ,. 
Figura 6. Análisis de los plásmidos obtenidos de L. tactis después de su 
transformación con el plásmido pLZ12-amy. C1. 7 L. lactis MG1363 / plZ12-amy. 

Ca pLZ12-amy (control}. C 9 -15 L. lactís IL1403 I pLZ12-amy. C10 pLZ12 
(control). Las bandas del plásmido se señalan, las otras dos bandas visibles son 
de RNA. 
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E:. co/i (DK1 y LE392) ninguna de las nuevas transformantes mostró actividad. Se 
realizó nuevamente un mapeo de restricción con tres enzimas: Neo 1, que corta en el 
plásmido; Sal I, cuya secuencia de reconocimiento se encontraba en dos sitios, uno en 
el plásmido y otro en el gen de alfa-amilasa y Cla 1 que corta justo a la mitad el gen. 

En la figura 7 se puede observar que en todos los casos, el pLZ12-amy obtenido de 
ambas cepas de E. co/i, independientemente de que se les haya metido plásmido de 
L. /actis MG1363 o de L. /actis IL 1403, muestran el mismo patrón. También se puede 
observar que las tres enzimas probadas cortan, independientemente de que se 
esperaba que los sitios que se encontraban dentro del gen de alfa-amilasa no fueran 
encontrados, ya que no se vio actividad ni en L. /actis ni en E. co/i cuando ésta última 
fue transformada con el plásmido obtenido de L. lactis. 

Para identificar qué partes del vector construido habían sido. eliminadas fue necesario 
hacer doble transferencia del gel a filtros de nylon e hibridar con 32p dCTP, utilizando 
como sondas el fragmento Pst I / Hind 111 del. gen de':a11a:amilaséy el plásmido .. Las 
hibridaciones se muestran en la figúra(\~E(plásmido 'pLZ12, hibridó con el DNA de 
todas las transformantes, en cambio el gen,éle;'alfa:amilásáde8.;/icheniformis solo.lo 
hizo con los. controles positivos·.(el pLZ12-amy originalirienté;obtenido:.de E: •• coli),· lo 
que nos indicab~ que el genco!'11pletó había sido eliníil'i~do dél-vector'. f i . ' .. . 

Buscando la 'callsa.·;~~;tE~li~a'i1~·;eli~¡~~ci~~,:~~r~~~};~~:.~i;.;t:xisiiari sitios de·· 
homología entre ·el cromosoma:deiL;: /acti:h/el pÍásmido construldo:~,;Se hicieron 
hibridar por un lado elDN~'del plásinido:}•'poi~otró'elgen de'al.fa:Oamilásai::ontra el 
cromosoma dé las dos éepás utilizadasdeL~ táétis. Ca ftgÚra9;muesiraJós'.resultados 
obtenidos con 1.a cepa IL 1403y'la figÜraJO'con la MG1363} En las figuras se puede 
ver que se incÍuyeion'el 'cromosoma df.C lá cepa'silvestré, é1' cromosoma de, las células 
transformadas i.lríiCánieiíié con agua; y el éromósoma de las.'células. transformadas con 
la construcción, todo ésto para veísthabla''cám_bios'.én los' perfiles croníosómiéos, !".\ 
cual había sido observado 'en algÚnas' baclertas"del género .Laclobacil/Ús y ser esto 
una posible·caúsa de~la deleción:J.Los cambios en los pérfilés no se obServaron en los 
geles. así como támpcié:o 'se encentro tíomologia éntre el cromosoma.y las' dos sondas 
probadas: ;\',~-- ·;:\·-:,. ><~"-

En. la figura 9 :;~ iri~í~yei~n 'a'demás los resulÍados obtenidos él~' i~ ciÍ9estiÓn ~bn las . 
enzimas Taq 1, Sal l.y Neo 1 del plásmido obtenido de L./ac/is y ·ietransforinado en E/ 
coli . . Ya se sabía que los sitios Cla I, Sal 1 y Neo !·cortaban lo que no·se.s~bia era sí 
solamente encontrabamos un sitio o más, Taq 1 se escogió' porque·'.apárté de; ser 
lsoesqulzomero.dé Cla 1, tenia dos sitios de corte en·e1 plásmii!ó;;ínismos·qúe.~2 '· 
encontraban en el replicón; Sal 1 tiene un sitio en el vector:'yotro,'en 'el.gen de'alfa 
amilasa y Neo 1 tienesu sitio de corte en el gen de clorafenicol.' Lós cortes observados· 
permitieron tener un mapa de restricción del plásmido·.resultaríte.' :.·.Los>eventos 
sucedidos se resumen en la figura 11. .. ·· · · · 
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Figura 7. Análisis y digestión del plásmido pLZ12-amy obtenido de L. lac/is 
IL1403 yMGi363 y retransformado enE. co/icepas LE392 y DK1. C1 pLZ12-amy 
I Cla l. C2 ·1L1403/pLZ12~amy l DK1(IL1) C3 IL 1 l. Cla l. C4 IL 1 / Ne~ l. C5 
IL 1 /Sal l. C5IL1403/plz12;BITIY I LE392 (IL2) C7 IL2 /Cla l. Ca IL2./ .Nco l. 
Cg IL2 /Sal¡; C10IL1403/pLZ12-amy/ LE392 (IL3) C11 IL3/Cla f; C12 IL3 / 
Neo l. C13 IL3/Sal l. e 14 Lambda Eco R.1 lHind 111 .• C15 MG1363 i pLi12-

amy '· DK1 (MG1)\fC1~,MG1Jcia í. ;C1~ MG1/ Nco,L . t51B -~_G-i/sa'!/ .cis 
MG1363 / pLZ12-amy ll~392 (MG2) 'C20 MG2ICla.· C21 MG2 /Neo 1: C22 
MG2 i SalL c23 MG1i6ÚpLZ12-amy( LE392 (MGJÍ e Ú 0

MG3 /Clá l. C25 
MG3 1Néo1./c25 MGJ / sa1L · cú pLZ12-a111y / Eco'R1 (¡;{,n1r61¡.· \· .... •· . 
• IL 1403 I pLZ12-amy'/ DK1 = El: pifismid~ rué obt~nido: de L.; laétis ll 1403 y 
retransformado en E.· co/i DK1. · · · · · · · 
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Figura 8. Hibridación southem del DNA de los plásmidos mostrado en . la figura 
7 con las siguientes sondas: ·. · 
a) pLZ12 . 
b) fragmento Pst I / Hind 111 del gen de alfa-amilasa de B. licheniformis. 
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Figura 9. Hibridación southem con el cromosoma de L. /actis IL 1403 
transformado y sin trans_formar con el plásmido plZ12·amy. Digestión del 
plásmido obtenido con diferentes enzimas de restricción. 
a) Gel para hibridar. C1 Lambda Eco RI / Hind 111. C4 IL 1403 Cromosoma. C5 
IL 1403 Cromosoma I Eco RI. . C5 IL 1403 Cromosoma (células electroporadas soto 
con agua). C7 IL 1403 Cr'?m~~onia (cé1u'1as electroporadas con agua ) I Eco RI. 
c8 IL 1403 / pLZ12'arny Croníosom¡¡,: Cg IL1403 t plZ12-amy cromosoma 1 Eco 
RI. c 10 IL1403 tpLZ12-arríy.r~Íráns!ormado·a·i:.:co/i. c:;1 1 Digestión del pLZ12-

amy retransformado a E .. coti éon Taq l. : C12. Dige~tÍón ,con .S~l.I.; C::13, Dlges~ón. 
con Neo l. C14 Pl212·ailiy c:Odtrol/Eéo'Rt. C.15 pti:12 /Eco RI, i .. · 
b) Hibridación contra él vector pLZ1:i;>; . •. • . .> .··. ·. . .· 
e) Hibridación contra el fragmento Pst 1 t Hind 111 del gen de alfa;amilasa de B. 
licheniformis · ·· • · ·. ·• ·· .. · • • • ' · • · · · 
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Figura 10. Hibridación southem del vector pLZ12 y el gen de alfa amilasa con el 
cromosoma de L. Jactis MG1363. · _ •• · - _ ,; - , 
a) Gel para hibridar.',C1 'Lambda Eco R_l.l Hindlll. ca· MG1363 Cromosoma. , 

c.j MG1363 - Cromosomá- l::EC() RL __ C5 ; MG136_3 crómoscima> (Células -
eJectroporadas solo con ~gua)'., Cs MG1363 crorno~onia (célula~ eleCtroporadas 
con agua) I E¿o_RL, c.¡ MG1363_/ pLZ1:Í:amy cro!no"sc:imá (obtención a J~s 24 

horas_ dé transrór11l~do) 1 ; c 8 ; MGfae3 {pLZi2-amy cióinoscim~ Úco RJ._ c9 
MG1363 l pLZ12~amy •• (plásrr;Ído). ::.; cj o• ~i:i13_63' ;:·¡;i:.:z1·2-~,f;y •C:r;~osorna 
(obtención a ias-_48 hrs deÍ~ansfoÍm~do):YoC1'.¡MG1363 '¡ plii2:amy·c¡Ómoso'ma 

(obtención a Ja~ .72 tír~ de craíisformadoj, C1:i:MG1363 JpLZ12-ámy cioinosoma 

(72 hrsÍ _Eco RJ'. q14 ;;¡:z12~ani'y/.~co Rf céc:introl). ; c15 pLZ121 Eco RJ 
(control). _ __ _ _ 
b) Hibridación contra el vector pLZ12 
c) Hibridación contra e(gen de alfa;amilasa: 
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~ig. ·,1, Resumen de los eventos sucedidos en el plásmido pLZ 12-amy 
desde s:; ::ors~rucción Pasta su transformación a L. /actis. 
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La construcción rué estructuralmente inestable en L. lactis ya ·que el gen ·de alfa· 
amilasa rué eliminado del vector. Además se identifica un sitio. Cla I, que no se 
encontraba originalmente en el vector y un sitio adicional Né:o 1; justo.en· la zona· de 
delación del gen de alfa-amilasa por lo que parece que fueron formados en el plásmido 
al ser este modificado por la bacteria. · · · · 

pMG360 
':,_.>,e 

Después de lo observado can el pLZ12, se decidió util;zarel pl~smido pMG36e el 
cual, además de tener un origen de replicación diferenie (pWVo1i ~( plz12; incl~ye 
las señales de un promotor y un terminador lactococal." -,"· .... - · · ··· 

El pMG360 es un vector que se presenta en baja· nú")ero de ~~plas ~n L. laclis y que 
además es dificil de purificar, sobre todo en grandes ·~ntida'cÍés .. (corri~ se _mencionó en 
materiales y métodos en la extracción siempre se arrastra DNA cromosoma!, razón por 
la cual se probaron tres diferentes técnicas de purificación, 6ptandose por la de 
O'Sullivan & Kiaenhammer (1993), _ pero nunea : se:' eliminó dicha contaminación 
completamente, por lo que para su purificación se. transformó a E. coli, aún cuando se 
sabia que la eritromlcina (el marcador del plásinido) noes Ün antibiótico que pueda ser 
usado para aislar transformantes en micr_oorganismos .Gram. (-). , :_. - · 

Us~ndo: ~ritromicina a una concent;a~iÓn ~~e~ soo .~g/ml' rue: p~sible aislar 
transformantes de E. co/i que mantuvieran el plásmldo\Je· manera estabie y se pudo de 
esta mariera Ótltener el suficiente DNA pára realizar las coiístiucciones. - . . . 

Dos diferentes estiategias se utilizá_rori p~~a- l~¡n~~¡ci~~·d~I gen:¡ de alfa'amilasa en el 
vector, _ambas se .ilustran e~· la figura •.12: ;· En:la'priríiera'ei gen es obten_ido en _el 
fragmento Eco RI / Hind 111 del pUC-amy (el° gen lleva sü'• promotor)y es ligado al. 
fragmento Eco.:Rl/:Hirid:UI del_pMG36e ;¡con 'éste.'cort~ se}elimina-el_pror.iotor 
lactococal).· · • · ·' .:: ·< ;•:· · · · •·• /. :--<.,:' · .. 
En la segunda .consÍrucdÓn, el rfagment~ Nde 1 'í HinctUI dei plJ¿amy es insertado 
(después de imtratamiento con Muqg Sean Nucleasa en el ·~xtremo Nde !):en el sitio 
Sma llHind IUdel pMG3Be. E!l este caso el. gen 'dE! .. ália:amilasa_ha sido privado de_ 
sus secuencias próm~toras originales -10y -35 yse espera ;J5e el promotor 1áctcié:ocal 
que incluy el vector;· - · · · ·· · · · · ·· · · · · 

En ambas construcciones la secuencia del péptido· líder del gen de alfa-a~ilasa se 
mantiene intacta: · - · 
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Figura 12. corístr~cci~n~s realizadas con el plásmido pMG36e y el ge~ de alfa ,:.amilasa de BacÍi111s !icheniformis. 
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1) pMG36e - amy. ·.Construcción con el promotor del gen de alfa-amilasa. 

E. coÍi LE392 y E. cofi DK.1 fueron transformadas con dos ligaciones diferentes de la 
construcción Eco RI I Hind 111, en dos experimentos aislados. En DK1 no se pudo 
aislar ninguna transfoímante, en cambio en la cepa LE392 se aislaron 500. UFC I µg dé 
DNA de ligación·/ mi dé 'células, de las que prácticamente todas tenían actividad (Fig. 
13-aÍ, la cual perdiarí'fácilmente a fa resiembra (Fig 13-b)). Aproximadamente el 45% 
de las. célÚlas perdió la actividad en la primera resiembra y el 55% restante lo perdió en 
la segund~:;'. ;,:• ''.;.• · ·· · 

Durante la exiracéiÓn de.plÍ3smido dé las transformantes no se pudo obserV'ar el .vector 
en las células·ª pesar de,qÚe'se partía de la misma colonia que mostraba áctividad en 
caja, . Pensando. en· que el métOdo de extracción no. estuviera. ruríc.ionándo se realizo 
extracción dé DNA ·total/y se· encontró que el 50% de fas;transrormantes tenían el 
plásmldo, ·pero sin inserto ·y'e1 ótro so% 10 había perdido totalmente:\ ·.Y.·. ·. 

Ei hectlo·~e~t~,1~~;~~~~~~~~~t~~:~;¡j¡9~t~~:~~~~ti8\~~~;~~il~fru~.asegur~ba la 
eficiencia de'la ligación'y°de su transfomiación; sin' embárgo,'todos los plásmldos que 
se viero.n no.tenían.lnsertoipoí: lo.·qüe.sepee ·que .la construcci.ón pudo ser sometida a 

delación. _. > -~·~~;~~' .. ,::';,~}; . /~~;(:-.>~·,::. ;-·;~:-~~~~t)~'.'..~\ ~ .~~L~ · ;:-__ . :· 

Sé decidió.enÍÓncesÍransioín)a(lá ligadóndireciament~ a L. tactis MG1363 e IL 1403 
en tres experiinentciscédiferentes,:"<Se;·obtúvieron .so transfonnantes I µg de ligación I 
mi de célulás en. la ée¡ia'MG1363 y:100 tiansformantes / µg de ligación / mi de células 
enla cepa IL 1403: Todas fueron a'náliz¡¡das; ninguna mostró actividad y sólo en una 
se encontró un'plásmidoJde:inayor; tamaño qué el pMG36e (también en Lactococcus 

fué necesaiici haéer éxtrácción de DNA iotal pafa poder ver el plásmldo). ,, __ .,_ ·-.-~'. -~···:":·~·-·;·','·-;•·''·.:. ';.,;,:-;· -~ ;·, ··,·.' 

La única tra~sf~~á~;;;:qJ~Íüé'difere~i~ ~os!Í~ba un plásmido más grande, que podía 
corresponder al .. iiecto(.con -,inserto .. se' linearizó el plásmido. con dos. enzimas de 
restricción: Eco RI qúe cort<iba eri ·el sitio en .el que había sido insertado el gen y. Cla 1 
que tenla su sitio de corte 'en e.1 gen de airá:amilasa· (fig 14). Ambas enzimas cortaron : 
lo que parecía indicar que tenia el gen;. sin embarg·o; no se vio expresión de la alfa­
amilasa. El plásmido resultante media apr?xÍmadamente B.B Kb, muy grande para lo 
esperado que era de 5.8 kb; . pero cua.ndo fue. resembrada la cÓfoniá para completar el 
analisis, del vector sé . perdió ei"irisárto y el plásmido qÜedo del mismo tamaño qüe-el 
pMG36e. . . . ·-· . 
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Figura 13. Actividad amilolítíca observada en E. coli LE392 transformada con el 
plásmido pMG36e-am~· construcción Eco RI I Hind.111. 
a) Primera siemb'ra ... · 
b) Resiembra• de Jas colonias amilolitícas, en donde se observan colonias que han 
perdido la actividad. 
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Figura 14. Análisis del DNA plasmídico de algunas de.las tránsformantes de L. lactis 
obtenidas de la electroporación de la ligación pMG36ecamy construcción Eco RI I Hind 
111. ·.· ' ., ... · .... ·. 
a) C1) Lambda Eco RI I Hind 111. C2 ~ C10):: DNA.plasmídico:de.L:/aclis IL1403 
transfromadas con pMG36e·amy (El carril 9 m~estia ún.pláslTltdo mayor entarríaño) .. 

C11) pMG369 . . . .. . . 

b) C1) Lambda Eco RI I Hínd llL c2j · pMGS6e- amy obtenido de. la trans.formante 
que se muestra en a) es digerido con. Cla l. C3) pMG3Be - amy ·a) C9 digérido con 
Eco RI. C5) pMG36e ¡ Eco RI (control). 
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·Se evaluó la estructura del plásmido de la misma manera que en el caso anterior, por 
hibridación y se encontró que todas las transformantes hibridaron perfectamente con el 
vector, pero ninguna lo hizo con el gen de alfa-amilasa (Fig._ 15), El vector a pesar de 
ser diferente había sido sometido a la delecíón del inserto ·del mismo· modo que en el 
caso anterior. También se puede observar . que· el· plásmido no se . encuentra en 
muchas de las transfromantes de E. coli aisladas de l_o.s medios con érttromicina, por el 
contrario si se encuentra en todas las transformantés de L. tactis aisladas·. 

2) pMG36e·amy. Construcción con el promo.tor láé:to'~ócaldel vector 

La construcción fué t,ran~fo~~da ~on CÍb~-li~~cio~~sdif~re~tes ~~·· 1a donstrucción · Sma 
11 Hlnd 111 en E. coli 'cepas LE392 y DK1.: La·' eficiencia ·de transformación en la cepa 
LE392 fué múy seni'ejante:a iá obtenidicón la coristrúéidón anterior y de. igual manera 
prácticamente _tcidás:lás,tr8nsfórniantes' Ínosiia~ori·'actividad_ (Fig: 16-afque perdierc:in 
en un 60% en_ la 'primera resiembra Y ccíiri'pletáillé'nte éri la 'segundá (Fig 16 ~ b):i con 
la cepa DK1, únicamente se' obtuvierci'rí_'.~2 _trarisfoiíñanies, (Flg .: 17), todas con. actividad 
amllolltica, pero también tciciás perdieron· la actividad a la resiembra. · · · " .. · · 

La extracción;d~; ;~A;~;~¡~:i~g~~:jJ~~iff~--J~a i~entific:r··ál ·vector, por lo que 
'nuevamente se' intento ·axtrayendo,DllJA· total,t,con ·lo; que -se_• pudo identificar el 
pláslTJido;en, las transfornjantes •que corres¡Íondia al pMG36e sin inserto 'j éste se 

preselltaba'Ciel~ 'nii;ma m'~nérii en amb~,s ~-~p~s.~~ • ' ' :~· - . ' 

Por otr~ pa'rte; 2 1~ lig<J°~ió~' f~é-directament~:.Í~an~f~rma'da a la bacteria láctica en 5 
experimentos diferentes; de los que se 'obtuyieron:en total 500 transformante·s. l:n 
estas transformarites.solo se enconiró'el vector sin inserto,'utilizando la extracción de 
DNA total, porque con la extracción de pÍásrnldo no.se veia nada. Sin embargo, hubo 
dos tra.nsf()rmantes de la cepa MG 1363 que mostraron actividad (fig 18). Pensando en 
que el plásmido fuera segregado se les extrajo'·DNA total y DNA plasmidico a partir de 
la primera colonia que apareció después de la.transformación y la resiembra a las 48 
hrs (fué hasta este tiempo porque 'el crecimiento 'de la· transformante era lento en 
comparación.de la cepa sin transformar):'' Conio'en· estas preparaciones no se veía el 
vector en ninguna de las extracéiones, ni de plásmido, ni de cromosoma, el DNA se 
hibridó contra el plásmido y contra el geri: E, coli hibridó con el plásmido únicamente, 
mientras quelas colonias que 111ostraro'n aciividad amilolítica de L. /actis hibridaron 
tanto con 'el plásmido como con el gen: é_Eri la figura 19 se puede ver que la hibridación 
es ·muy marcada con el eroillósoma .Y en:éi'caso ,de la primera transformante en el 
carril 11 ·de-las· dos-hibiiciaciones>·s·e _'distingue tenuemente el plásmido que por el 
tamaño estiniadÓ_ corréspondei al vector con el gen de alfa-amilasa, por lo difícil que es 
ver el vector, es muy probable que _el número de copias se haya reducido todavía más 
y probablemente· se este purificando junto. al DNA del cromosoma y por eso está 
hibridando con él. · " 
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Figura 15. Hlbñdación southem del DNA de tas transformantes obtenidas con el 
ptásmido pMG36e-amy en E. coli LE392 y L. laclis IL 1403 y MG1363. 
a) Hibñdación con el gen de alfa-amilasa 
b) Hibñdación con el vector.de _clonación (pMG368 ). 

C1) Lambda Eco RI / Hind 111, C3 - C9) E. coli LE392 - pMG36(3, cm· C12) L. /actis 
MG1363 - pMG36e, _ c1:3 - C18) L. /actís 111403 • pMG36e (en el carril 13 se 
encuentra la transformante que en la figura anterior se observaba de mayor tamaño), 
C19) pMG368 , C20) pUC'.ar11y. . . 
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Figura 16. Actividad amilolitica observada en E. coli LE392 transformada con el 
plásmido pMG36e • amy construcción Sma I / Hind 111. 

a) Primera siembra 
b) Resiembra· de .las colonias amiloliticas, en donde se observan colonias que han 
perdido la actividad. 



Figura 17. Actividad amilolitica observada en E. co/i DK1 transformada con el 
plasmido pMG36e • amy construcción Sma I / Hind 111. 
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Figura 18. Actividad amilolitica mostrada por L. /actis MG1363 transformada con la 
construcción pMG36e - amy Sma I / Hind 111. 
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Figura 19. Hibridación southem del DNA de las transformantes obtenidas con la 
construcción pMG36e - amy construcción Sma I / Hlnd 111 de E. co/i LE392 y DK1 y L. 
lactís MG1363 e IL1403 con: 
a) El gen de alfa-amilasa 
b) El vector de clonación (pMG36e) 

" C1) Lambda Eco RI I Hind 111, C3) E. coli DK1 • pMG36e·amy. DNA total (a partir de 
· la primera colonia que crecio en el medio selectivo para transformantes) .. C4 y CS) 

Misma transformante, extracción de plásmido a las 24 y 48 hrs. C6 y C7) · E:. coli ,. 
LE392. pMG36e·amy DNA total y plasmidico (primera colonia que crecio en. el medio 
selectivo para transformantes), CS L. /actis MG1363 - pMG36e-amy. (transf~rmante 
con actividad 1, preparación de DNA total a partir de la colonia observada ~·~·•la fi'gura 
18); C9) L. lactis MG1363 - pMG369 -amy (transformante con actividad 2, preparación. 
de DNA total a partir de la segunda colonia mostrada en la figúra 18), 'c1ofl..íá~tis · 
MG1363 - pMG369-amy 1. DNA total (resiembra), C11) DNA;plásmidico· de la 
transrormante anterior, C12) L: lactis MG1363 · - pMG36e-~my 2.< DNA total 
(resiembra), C13) DNA plasmidico de la transformante anÍerior; é14 ¡;·¿15 i.: laciis 
11.1403 - pMG369 -amy 1, extracción de DNA total y plasmidico> C16 y C17) .L./actis 
IL140.3 - pM.G369 -amy 2, ·éxtracciónde DNA total y plasmldico,· C1S) pMG3Se, C20) 
pUC-amy .. 
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Se resembraron nuevamente estas bacterias en e/ medio de selección pero 
privandolas completamente de glucosa, esperando presionar o seleccionar a la que 
utilizara el almidón, aún cuando se sabia que por lo rico del medio podian no hacerlo. 
La prueba de actividad resultó negativa y en /as extracciones ·de DNA (cromosoma/ y 
p/ásmidico) no se alcanza a distinguir el vector, lo cual no sorprende porque en /as 
bacterias que presentaron actividad tampoco se encontró. Se hibridó nuevamente 
contra e/ gen de alfa amilasa y el vector, porque al resultar negativa /a prueba, era muy 
posible que el gen de la ami/asa hubiera· sido eliminado o modificado. La figura 20 
muestra las hibridaciones, en las que· podemos observar en los carriles 4 ·y 6 
nuevamente /a hibridación del p/ásmido con el cromosoma y que el gen de alfa 
amilasa ya no lo hace más que con su control positivo. Es importante aclarar que ·en 
ninguno de /os casos de hibridación contra ·e/ .vector éste /o ha hecho con e/ control 
negativo, que es el cromosoma .de. la bacteria sin transformar. 

Se intentó retransformar el DNA.obtenido,·tanto en E. co/icomo en L. /actis, sin éxito: 
Este hecho, aunado a la hibridación·que:se dió co.n el cromosoma, nos hace pensar 
que el p/ásmido se integró o, en sudefecto, se encuentra interactuando de manera 
muy estrecha con el. cromosoma. ·se· hibridó el mismo DNA, por un lado con el gen 
que codifica la resistencia· a ·eritromicina y por e/ otro con el replicón del vector. Tal 
como se observá 'en la figÍJra 2L la' hibridación se dió únicamente con el gen de 
eritromicina al nivel del _cromosoma, indicando una posible integración (fig. 21) .. 
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Figura 20 .. Hibridacfón southem del DN,O. de las transfoÍmantés de L. lactis MG13S3 -
pMG36e-amy 1 y 2 a'partir de. DNA'obteriido·é!e las ciolonias sembradas por tércera 
vez. · .• · > e:, :- .: :;:":· <' 
a) Hibridación con el gen de alfa amllasa;_ ·. 
b) Hibridación con el vec.t?r (pMG36~) · ··· 

·;,-> 
C1) lámbda Eco Ri /.Hind UI, C4 y C5) t.:; lactis MG1363' pMG36~~amy 1. DNA total 

y plasmidico, ·ce y.C7) L; lactis: MG1363; pMG36~-ar'ny 2.: DNA total y plasmídico, 

CB) L'. lactis MG 13B3 (DNA iotal) C10) pMG36e, c11) fragmento Psii I Hind lfl del gen 
de alfa-ar'nilasá cie a.·li~henirormis. · · · · · 
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Figura 21. Hibridación southem del DNA de las transformantes de L. lactis MG1363 
- pMG36e 1 y 2 a partir de las colonias resembradas. 

a) Hibri.dación con et gen de eritromiclna. 
b) Hibridación. éon7I origen de replicación del pMG36e· 

C1) pMG36e .. C3) L. laétis MG1363 (ÜNA tÓtal). C4 y CS) L: Jactis .MG.1363 -

pMG36e;ámy 1. DNA plasmídicoy Íot~I. .ce y C7) :L. Jactis MG1363 ~ pMG:ÍÉl~-amy 2. 
DNA plasmidl¿o ytota1..'c11¡ Lambda Eco Ri /Hind 111. · · · · ·· · 
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DISCUSION 

Aún cuando ya existen protocolos reportados para Ja· transformación de bacterias 
lácticas por electroporación, muchas ·veces la eficiencia· de estos . es variable ·y 
dependiente de la cepa. .. · · · .. . . 

Se estableció un método para transformar. Lactococcus laclis. por· elect~oporación, 
método que nos permite obtener frecuencias .de io3 -1o4 tninsformantes I µg de DNA, 
para todos los vectores probados y sin problemas de' repetibilidad'al menos' en el Caso 
de las dos cepas utilizadas. Otros autor.es han' reportado ·eficierí.cias ~emejantes: 
Aymench, el al., (1993) obtuvo_ de 102 - 1o5·1~a·n~fcirmantes'l¡Jg éÍe'D.NA(con el 
plásmido pNZ12, en diferentes especies· de LaCtobacilltis; Maréisef & Molle!· (199~) 
entre 102 y 105 con el mismo plásmido; en~diférerites .cepa~ d~.sÍmpÍ~cocéus 
thermophillus; Chassy & Flickingef (19B7J cie 103 .. 'a :1o.4§~n eÍ ,;,ismO'piá~mido en ¡_: · 
casei y Wells el al. (1993a) consigue una efiéÍen~Ía deJr~nsfo~~cfÍ:;n·.'de io7'~on un 
plásmido diseñado por ellos mismos (pMIGJ 'en i:ác1ac·ocicus}aclis~ssp¿cremoris.>~ No. 
hay reportes que nos indiquen las'eficiencias~de;transfóºrrnaéiór{otiservad~s eón Jos. 
plásmidos que se usaron en este tratiáJci,'pei:o cain'parando éón los'trátiajos anteriores, 

se tienen eficiencias adecuadas parauñabactenaláctica, 'ú' :F: .. · /c/' _··.··:. 
Vanos autores {Aukrust & ~es,~)0ii}~tJii,'.f';J; ~\.1989; f G~Íér;; ~1;· ~i.;1.1900) · 
encontraron que la electropóraé:ión'en buffer de fosfatos prciducía,el m1Íyo(número de 
transformantes, . mientras : que' Luchansky/él: al.;'-'(1989): obtiene'. áltas ,: eficiencias . en 
Buffer HEPES .. Ambos:medios fue~on'probadós.en la transform~éión'de Ulactis.spp 
lactis con poco éxito, por lo que se'.decldió probar Un medio.con ·lll~nor fuerza iónica,. 
como el agua desiorilzada: Ja 'cual ya há_bfa s_ld_o utilizada con éxito en E:.:coli, Ery este ' 
medio . se obtuvo. Ja; mayor.' éficiericia: de transformación/probablemente porque·. al . 
dismi_nuir Ja cÓnd_uctMdad del 'inedia. fué posible ·a·ume'ntar Ja resistencia de·J r.;rcuitq .'J 
por lo tantotener:inayores•ccinstarites de· tiempo::. (Ver Apéndiée) .. ·'.Anton_oli· eta/., 
(1993) encuentran', también qúelos médios hipotónicos·aurriemtan·.la 'eficiencia de __ la 
transformación de Efooli,< con'cJuyendo que el proceso de transforinación' dépende de· 
la fuerza 'osmótica del medio.·, · · · · · .. · · · • 

Todo esto no.i indi6~ que es importante evaluar diferentes rriedlas'de ;el~~trÓporai:ión 
cuando se trabaja con diferentes especies o cepas bacterianas.·.· Ap¡¡rentemente;. el 
buffer utilizado para .lavar y resuspender las células que van ·a ·ser trans'fomiadas es 
unode Jos ·parámetros mas importantes. · • · ··· · · · · 
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Se había reportado que el número total de transformántes obtenidas era directamente 
proporcional a la cantidad de DNA añadido,desde:1 hásta:250 ng, de acuerdo con 
Wells et al.,. (1993) y desde 10 ng hasta1 µg según Holo'_& Ness (1989f y Mclntyre & 
Hartander (1989); por lo que se usaron enla transfórmación las_:concentraciones de 
DNA más altas posibles·. (100 y 300 :ng):: · Los' resultados_! no.· muestran· el efecto 
reportado, que tal vez sea visible cuando se trabájan cori so.lo dÓs cánti_dades menores 
de ONA. Por otro lado no pudieron ser: usadas i:oricentraé:iol1es súperiores de 
plásmido, por que se provocaba un aico 'eléctricg sÓbre)a· cubetá de electroporación 
que impedia la transformación de la.s células?; .T< · · · · ·· ·. · · · 

'· \ ·-;.:·.:_:., ·--_.'.';~?:' º''•.' ·¡:_::,, 

Powell el al., (1988) men.cionaban fque'la páreil'..éelular pÓdia;ser. una barrera 
importante para la entrada de DNA"pór'electropoiación; este problema lo. solucionaron 
al hacer crecer las células: en ún; medio có'n détiilitádores: de pared como lisozima, 
treonina y/o glicina. ; i{ <c. ·' .,. . i> '' 
Wells, et al., (1993) obtienen:en:L;,1aclis ~ficienc'ias cie !Íansf~ímación del .orden de 
107 uFc 1 µg DNA, had~néia 2;~cei .. 1as'.c.é1uíá~:eiíl9H~i~a:~r2.s% p1 v. Esta 
concenlración de giiéil1a 'resultó inhibito'riá'paíá elcrecimientCI da· nuestras cepas por io. 
que se prob¡iron coni:entraciónes'menóres i:ie',dicho aminoáé:idó 'además de treonina, 
tratando de encontrar' un b,alánce entre: el debiiitam_iento de la pared que permitiera la 
entrada de DNA:; sin· '.áúrrientarci la fragilidad osmótica' de. las células . (lo cque 
aparentemente causaba laj¡iiéin·a¡;¡. Se ·consideró 'que este punici se consiguió con la 
treonina 20 mM;'ya 'qué''· no áfeciab~ Javiabilidad de las cé!ulas y si aumentaba el 
número de células tiansformántes'.':~,: '· .· . .. . . • . . . .·. 

No solci l~s.fa~Í~re?1J~}i~v¿iti~aci~s influyen en la eficiencia de la electroporación, 
hay muchos '.ofro's·: que pued!'!ri ser: estudiados y que en el presente trabajo fueron 
designados de ad.1erdo· a 10· qUe'otrcis autores habian descrito, como edad .del cultivo 
en el momento' de la: transformaéión (siempre se tomaron las células en la fase 
exponencial del'crec.lmiento, entre 0.4 y 0.6 de D. O.); temperatura·de la muestra 
antes, dura.rit!'Í_ydespú.és del s~cick eléctrico; diferentes voltajes, etc.. · 

Por lo obs¿~a~~;oe~;l~s \ r~s~l~~dos son factores determinantes .. en ér éxito de la 
transformación la pureza del vector, para evitar un arco eléctrico; el ser muy estricto al 
lavar las félulas; .el rn~~i? d!3 electroporación y el uso de debilitad_ores .. de pare.d. 

Después de' establecidas las condiciones de electroporación ºse ré'atizÓ la-prim-era 
construcdón para la clonación del gen de ·alfa-amilasa con el vector pLZ12. :' ' · 

Esta construcción fue transformada y expresadá en E. coli.: 'El DNA plasmidico. de 
éstas transformantes,fué(después de purificado, electropcirado en:L: tac/is con las 
condiciones descritas én _materiales y métodos. · · · · 

55 



Durante la transformación o en etapas tempranas del cultivo de las transforrnantes, el 
plásmído pLZ12-amy fUé sometido a deleción por las dos cepas .de L. lactis utilizadas, 
independientemente de que estas cepas carecieran de sistemas ·de· restricción y 
modificación de acuerdo a lo descrito por Chopin, et al., .(1984Í y·sin que el plásmido 
tuviera secuencias homólogas al DNA cromosoma!. · · · · · · 

Si la deleción ocurrió en etapas inmediatas a la electropof;~iÓn, -~r6ba~lerne~te una 
fracción pequeña de las células tomadas de la primera. caja de: selécelón llevaban la 
delación. Después de la resiembra esta fracción 'pudo.' ser: dominante,'· al tener· 1a 
ventaja de tiempos generacionales menores. .-. ·.·':::;.·e:· -- · ·· 

Ciertamente el fenómeno de deleción en pláirnidos'la~t~~~~~l~s d~be ser mas amplio 
de lo que se documenta en la literatura:•· Uniéame~nte existen"dos: reportes en los que 
se menciona: En el primero la lisozima ·del fágo lambda ·no -pudo ser mantenida en el 
pMG36e por L. lactis IL 1403 (van de Guchte;· et'al/.1992a);'en·el segundo caso el 
plásrnido pGKV210 con el gen de lisostafi}i'~'de R ~~btilii'túé r~c~rtado por Lb. casei y 
Lb curvatus (Gaier, et al., 1992).• Eri ninguno-de ló.s'casíis se liwestigaron las causas 
del fenómeno, solo se anota.~ue su~edió.: .,,;'. . · •-¡,:: ;:'. • 

La delación de ·oNA-inseria~o-~n ~lá~rnld~ ~~"·J~-.f~~órn~~~--¡ue~~a·sid~ observado 
desde los. 70's en. difereniés cepas de 'StiejitOcoccús sanguis ( Behnke, et al., 1979; 
Le Blanc.& Hassell, 19?6)'.i.'posteríormente·en'Bacil/us subtilís,. siendo en este últirno 
donde mayor canlida(dé estudios se han réalizado. ¡ . . . . . . . 

. ,··!' - . • '' .. "' : ' -_, -~;" ;:""·.'' ·- ,... . .. ' ' 'e--;-, :~ ·,,;:,,,.-_ 

Muchos. de los plásrnid~'Utiiizados eri los éxperiinentos de· cloriaclón .en. a:subtilis, :asi 
como los: usadós~ien 'L'lactis :generan durante. su replicación por círculo?rodánte 
intermediarios~·de'hebra simple.:: Lá conversión eficiente de estos intenrnediarios de 
hebra simple 'a plás.rnldos de doble .cadena requiere de un origen de replicációii menor 
que perínita ia pollmérizadón de la segunda cadena. Cuando ncí se tiene uri origen de 
replicación ft.Íncionalseácumula DNA de hebra simple y se ha sugerido qUe'es ésté el 
principal 'causánte': de. la: inestabilidad, tanto segregacional corno. estructural.. Eri 
particular, es ·muy frecuente observar delaciones entre pequeñas secuencias rép_etidás · 
o invertidás .°(3-_20'.pbkque se pueden encontrar en gran número'.i:!entrci.·de los 
plásmidos (Brcin, et a1.; .. 1991) dichas secuencias ven su presencia-éngrañdeCfda al 
tener durante''Ja replicación una etapa en hebra simple, .ya que'..esto•permite la 
form-áClón de é:Strué:turas secundarias inestables. ·· - · 

En L. /actisno h tiene evidencia de ninguno de estos fenómenos, lo qu~ si~~ sabe es 
que tos plásmidos pSH71 y pWV01 { cuyos replicones se utilizaron eri la construcción 
de los vectores pLZ12 y el pMG369 respectivamente) se replican ¡iorcírculo rodante_ 
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generando intermediarios de hebra simple ·y multimeros lineales de alto peso 
molecular, que podrían tener el mismo comportamiento que dichos. intermediariós en B. 
subtilis. También se observó que la· présencia . del inserto volvió al plásmido 
indetectable o prácticamente indetectable erí geles de agarosa, quizá por disminúción 
del número de copias del plásmido,. otro fenómen·o que ya habla sido documeniado en 
B. subtilis (Grus & Erllch, 1988) y en L: lactis .(Kiewie( el. al., 1993) .. Sin embargo, .el 
retransformar este plásmido a E .. co/i".elnúmero de coplas se.mantuvo; lo· que nos: 
indica que en el fenómeno se conjunta. el ·vector, .el inserto y el receptor, no es algo 

;:t::::a:~:e:~
0

;a::r s~~~s::· ni~~~ii~~'.'.l~t:bl~bid~s :~ara 7a. subtili~ d~6~n ser ·.· 

tomados con reserva en cuanto su'aplicai:ión .ª L.' taétis porque a:;subtilis d.esarrolla 
competencia natural, lo que implica que toma el DNA del .medió'.en mÓléculas. liríeales, 
mientras que la transformación de. las. ba'cterias 'lácticas es 'por. electréiporación, Jo que. 
supone que el plásmido entraría superenrróllado cíen mciléculas .. clrculares:!;,: ",e:·• · · 

".-.~~·- .--:--,·-.':-·'--, ::;.~;.:=-·:··,_c..._·,;.·'.;~.s-,-_-« -;:.o~c.,.:.;.: .. ·_-".'··':•:: · 

En la segunda construcción; en la' que se' utilizo el pMG3e~ otíse.iiia'mos una' situación 

diferente: >--~~:: , ,.-.. ~-/e :,:(::; :>... '.c. -~-)· ·- ·,.!.-· 

1) La primera co.n~t;'.ucdón:co~ éÍ fragni°~iitéi. E~~ Rll. Hind UI ~el f;ui:::amy llgaaa a' 
los mismos sitios del pMG36~;resultóJnestable; tanto,en E.:colitcomó en r:•1ai:tis; En 

E. coli se pÚdovér expresiÓndél-gen'cte'~Ífa:amÍlasa /lá resisténcia'_a eÍitromié:ina, 
mientras que en L::/actis solo se obtuvo· la' resistencia .'y se confirmó .la presencia del 
plásmido pero sin insertci.c ;·: ·,:;:_ ,,:;:.•: < ·:.:, . .,,,,.,.•"-/·:. :f: -,~) · , .. ,,., ·•;:" • -. ·' ·' 

'.,'.· 

2) La segÜnda construcdón' incluyó; Jn pr;,-motOr y uñ ·. terminádor . lactococal, 
sustituyendo al p'r()motor.del gen-de. alfa ·amilasa de· B.' /icheniformis: · " · 

..... ,. .. , :'>-~::. . . .,,- \:~:~ -- .. ,. . :.:·;r,<-'.;· .·' . : . ; 
Esta construcción fué transformada directamente a L. /actis, .sin ser verificada en E. co/i 
porque en esta. bactena' fue :inestable: ,De. aproximadamente 500 transformantes, se 
obtuvier.on. dos:·_con actividad.'amilolitica;' En: ningúna de las dos transformantes se 
detectó-, el plásmidoor1ii:onibi11ante',en,; geles de agarosa, pero si fue detectado al 
hibridar contra el gen de'amilasa .. Y,_contra el vector.- Por las técnicas convencionales 
no es posible separar,.al menos completamente, 'el plásmido del cromosoma y puede 
ser esta la ·ra~óri por la que el,'ciomósoma también hibrida con las dos sondas usadas. 

Se resembr~fon 'i;~''tra~'sf~riri~nte~ coñ actividad amilolitica y como ~onsecuencia 
perdieron la actividad; 'se pueden considerar dos factores determinantes: la expresión 
de la amilasa'pucio' causar la muerte de las células recombinantes, al ser la producción· 
de esta enzima una.exigencia metabólica-muy grande, de tal modo que a la resiembra 
las únicas células·. que 'quedaban vivas. eran. aquellas~ bacterias. que recortaron el 
plásmido.~ ·· · · ·· · · ' - · 
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En geles de agarosa nuevamente no se. detectó ·el DNA. plasmidico de las 
transformantes resembradas y el extracto obtenido·no .transfcmnó.ni a EE. coli ni a L. 
lactis, ni para la resistencia a eritromicina, ni para la.· actividad de álfa-amilasa,' a pesar 
de que las transformantes conservaban al menos la resistencia.al'antibiótico: pór la 
que, se decidió hibridar contra el gen de alfa-amilasa: pára ver si habia.'sido eliminado 
o solo modificado; contra el gen de eritromicina y 'contra el origen de replicación ae1 
vector. Unlcamente se obtuvo respuesta positiva eón· el·¡¡;,,; de· eritioinicina y esta fué 
dada al nivel del cromosoma, lo que sugiere que' el gen fué integrado. ... · · 

···-:~>:-:-·, '.··:· :·,",:»::e--·; 
La transferencia del gen marcador de un piásmid~ .. al ::crómoifoma involucraria un 
sistema de recombinación y una región de tiOmologia.]J.:á·región déhómologla puede 
estar dada por el promotor lactococal del plasmido,· que es'. de 'álrededor de' 200 pares 
de bases, longitud suficiente para que haya;recombi.nacióri eri:E.•co/i recA+· (King & 
Richardson, 1986) y en B. subtilis recE+'(~hásallov;;Eit.al.,'.1992)/én Ulactis se 
desconoce completamente sobre secuencias minimasjiaia~queJa recombinaéión sea 
posible. ..:.. •;<.::.• · .. .,,. .'.{, .... ,:.;¡,: '. 

Parece posible que en u~ siste~~ d~;d~ ~~ fói~án i~lerri;~~ia~Ci~ d~: hebra ~i~pÍe, 
estos pudieran ser muy activos al recombinar éon el cromosóma, en especial cuando 
hay secuencias homologas.' ::'; · ié· · · " · · ''.:, ·· ' " 

Este fenómeno de integración del gen mar~dor h~ sido ~bservad() e~ ~éiula~'<le 8., 
subtilis rec+, durante la éonstrlicci.óri deuná'iibréria genómié:a el ¡jer{de.resiste'ncia a 
cloranfenicol se integró'al ciclinosc11ii~;,:; (Rapoport,. el' a/.;1:1979) como 'UÍ1. súééso 
fortuito, no buscado por éHn,vestlgador/: •' ,< .· ·.·, . ·· · · . · 
También se ha su~erl~~;~J~ '.la i~~~:~~ilidad ~e Ún plásmldo recombinan te puede ser. el. 
resultado de la presenéia :de, un .promotor fuerte "y que dicha inestabilidad i:íúede ser 
eliminada al utiliiarüri promotor déb!I (López,: el al., 1984). . 

::(·:;_,,,O.•c :;t;,,.,:·,• 

Pérez-Maitiriei et al.; (19S2) utilizaron.el ·gen de alfa-amilasa de a. lichenifcrmis •m L. 
/actis: para:selécciónar;·a¡parti(,'de'5o.:ooo fragmentos de DNA cromosoma! que 
contenfan.promotores y señalés:de:exportación, uno que permitiera la expresión del 
gen de. la:amllasa:\Aunqííe>'éri este.trabajo no se estudia la estabilidad de la 
construcción, si s¡a resalla' el drastico efecto de las señales genéticas en la producción 
de esta enzima,' ya· .. qúe .'de 50 000 fragmentos que prueban solo uno permite ver 
expresión del gen. EL'análisls· de la s.ecuencia del fragmento seleccionado no indica 
ninguna caractéristica ·especial,•. ya . que se encuentra consenso entre el promotor 
aislado y 1.os 'promotores generales de.Gram +. Los autores no intentaron definir el por 
qué se requería este ·alto. gráclo_'de especificidad para poder ver actividad, es probable 
que en muchas de las construcciones que se hicieron, se hubiesen dado cteleciones y 
ser esta la causa .·por lá que no se vió expresión, de tal modo que el 
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problema fuera la inestabilidad de Ja consJrucción, probablemente dada por el gen 
mismo, y no Ja expresión como tal ya que otros genes helerólogos han sido clonados 
con promotores Jactococales e incluso con sus propios promotores; sin ningún 
problema aparente. · 

Para poder discernir si es el gen de alfa-amilasa la fuente de Ja inestabilidad, se 
deberla clonar otro gen utilizando los mismos plásmidos y Jos mismos sitios, aunque es 
evidente que faltan una gran cantidad de estudios que involucren el comportamiento 
fisiológico y genético de estos microorganismos, antes de que se puedán manipular de 
manera exitosa. 
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CONCLUSIONES 

Es posible la transformación eficiente de Lactococcus lactis cepas IL 1403 y MG1363 
por electroporaclón. Los factores más críticos son el medio· de electroporación, la 
pureza del vector y la presencia de debilitadores de pared : que" no afecten 
marcadamente la viabilidad celular. · 

De las construcciones realizadas las obtenidas con eÍ plásmldo plz12 son' expresadas 
y establemente mantenidas por E. coli, mienlras· que las· realizadas con el pMG36e son 

expresadas pero inestables. ·, '" • ':.::. ?'' 
En L. lactis todas las construcciones probadas fueron' inestables: aüf1 cuanéto:se ha 
reportado que las cepas IL 1403 y MG1363 son las'idóné'as .(ha.sta el. momento) para la. 

clonación de genes heterólogos. :•;; .. • _, .:"::" '""i· ··:~; ~: .. • __ ';: 

El gen de alfa-amilasa fué clonado y expr~~~~o en el v~cfar
00

pM(3~6~ Ütilizándo un 
promotor y un terminador lactococal .. La c~nstrucción fÜé .in~stá!Íl~)-seJ~rminó con la 
probable integración al cromosoma del fragmento'•dellplás'mldo'responsable de la' 
resistencia a eritromiclna. · : · .: i .•. •<<•.'. ::.:;-\ .,,,-, •. -. -,,.;:· 

El inserto de DNA, en este caso el gen de alfa amil~sa, p:r:~2i~r~l~qu~~ir~ctalll~nte­
ocasiona la Inestabilidad de los plásmido utilizados;,.; No es obvio'cómo·intiiñieie el 
inserto, pero si podríamos notar que estimula la presencia _de lntermédiario.s inestables 
en los plásmidos usados, que para replicarse utilizan el niecanisJl1o de cir~ulo ro.dante. 
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APENDICE 

Electroporación 

El electroporador tiene un cap~citor que genera un •pulso ~léctrÍé:o que cae en forma de · 
una curva exponencial. El voltaje del pulso llega rápidamente 'a un pico de voltaje, V 0 , 

que declina en el tiempo de la manér~ de.sciita p~r la ec~~dórif -

·.·V¡t}:·= V:[e··(t,/.Tll•· 
.. :,~~ ..... ~-, 

T (la constante de tiempo RC) es eÜieIT1~~ q~e ta~d~ é1 ~áÍ;aje eri declinar 1/e (37%) 
del valor inicial. ·~··· · :·· 

El campo eléctrico .al. que. es. exp~esto.: una -~u~stfa ~IJe·:,se enc~~~tra entre dos 
eléctrodos es: 

. ec. 2 
E=V/.d 

En donde V es el voltaje aplicado a través de los electrodos que se encuentran 
separados por Un distancia .d.· .. Como los e_lectrodos se· encuentran fijos E disminuye 
en el tiempo co·n la misma cinética que V: 

E¡!j=Eo [e~( t./ T)] 

:-;:· 
.. :1 

ec. 3 

Cuando se especifica ·e1 voltaje' del pulso o dei. campo eléctrico, siempre se habla de 
los valores en el pico V¿, y E0 .. El generador de pUlso usado·en:estos estudios 
produce un potencial máximo de 2.5 kV;. para obtener ·camp~s eléctricos grandes.(del 
orden de 12.5 kV tías ta 25 kV) se 'utilizan celdas. c_on una .disiancla inter,electrodos de 
0.2 y 0.1 cm. · · · · · · · · · · ·· · · · · · · 

La c~nstante ~e ·ti~:~po,· que. E!s una. m~n:;a- conven.Íente. de expresar la amplitud ~el.· 
pulso se define como: ' . . . . 

ec. 4 
T=RC 
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Donde: Tes en segundos, R, la resistencia en ohms y C, la capacitancia en faradios. 

En e/ caso de. la e/ectropo~~ción de bacterias;;~e utiliza~ campo~ eléctricos muy 
grandes y vo/úmen.es muy pequeños, /o que resulta ·en una densidad de energía muy 
alta,. que puede provocar un arcó e.ntre /os electrodos: Para eliminar este riesgo parte 
de la energía' es desviada . de la·. muestra a través de resistores, con lo cual se 
disminuye enormemente la posibilidad de tener uri arco 
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