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RESUMEN

Las bacterias {acticas son microorganismos amphameme usados en la mdusma de la
fermentacion. Su importancia no solo reside en la preservacion de a)imentos tambnen
se encuentran involucradas en el desarrollo de sabores:y. texturas’ :
restringe a la industria, ya gue son comensales de sistemas digestivos de’ marmieros s
entre ellos el hombre, y se empieza a mvesugar fa postbmdad de’ uul arl omo .
vehiculos de vacunas orales. R L

A pesar de su importancia, los estudios sobre éstos mlcroorganlsmos no'se: han
diversificado mucho, especialmente en el area de la Biologia Molecular; los:avances
han sida lentos, por lo que en este trabajo se plante la posibilidad de introducir el gen
de alfa-amitasa de Bacillus licheniformis en Lactococcus laclis, para utilizario como
modelo de un gen heterélogo y poder asi estudiar estabilidad del pla'smido"y‘expiesién
de un gen no lactococal, que son fenomoenos muy poco documentados. . Ademas se
deseaba trabajar con dicha amilasa para explorar la posibilidad de tener un marcador
genético indcuo, en una bacteria GRAS (General recognized as safe).

Para -cubrir -este -objetive, se disefiaron tres construcciones con. dos vectores
{actococales, el pLZ12 y el pMG38,,  en 'una de las construcciones con el pMG36, se
utitizo un promotor y un iermmador lactoccocal, en las otras dos construcciones se dejo
ef promotor propio def’ ‘gen de alfa-amilasa. .Estos plasmidos, que ya incluian el gen,
fueron - transformados:en: L. lactis cepas IL1403.y MG1363. por elec(roporacrén
despues de que se hubferon establecndo fas condiciones adecuadas .

Los resultados muestran mestabmdad estmctural en todas Ias construcciones ;

realizadas; p observan dlferenles fenémenos; En el caso de las construcciones
donde 'se utilizd’ el promotor de la alfa-amilasa;:nunca se vio: expresion.y el gen, fue--
eliminado’ completamen(e del vector.:En el segundo caso donde el promotor: y:el:

terminador’ usados eran de: origen lactococal, :si. se; ‘observé actividad “amilolitica: que.
reusltd |nestab|e y parece que el plasmido fue eliminado, conservandose unlcamente el
fragmento’ que. codlﬁcaba resistencia a entromlcma ido: 1

bactena ;

El mecanismo de replu:aclon de fos’ vectores usad q . pOr:¢ dante) - -
parece:ser e principal causante-de los fenomenos ‘observados,-ya que darantela .
replicacion, estos plasmidos generan mtermedxanos hebra snmpie fos cuales pueden

recombinar facilmente, dando origen a deleciones. pet ;
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INTRODUCCION

De todos los microorganismos, las bacterias lacticas son las mas usadas por el hombre
con la posible excepcion de las levaduras (Sandine, 1987). - Tradicionalmente se han
utilizado en la produccién de alimentos fermentados de muy diverso origen como
vegetales, cames , leches, etc. Sin embargo, la importancia de las fermentaciones
lacticas .no - se restnnge a la preservacion de los ahmenios .también' son-muy .
importantes en el desarrollo de sabores y texturas. C T

Adlcionalmente se les han atribuido a estas bacterias diversos beneficios a a la salud,
como ‘disminucién de desérdenes gastrointestinales: (son comensales de :sistemas:
dxgestlvos de mamiferos), se ha reportado que pueden detoxlf‘ car carcmogenos
. metabohzar colesterol, aumentar la respuesta inmune'y’'e’ mcluso dlsmmulr canes
dental S

Dentro de este-amplio grupo conocido como bactenas licticas se encuentran las deI
género Lacfacoccus las cuales son muy |mportantes en la industria del queso’y otros -
fermentados Jacteos. -Eslos; mlcroorganlsmos son‘capaces “de secretar proteinas a
través de su membrana y pared hacia el medio'de culhvo la que las hace : productoras
potencrales de: proterna heterologa “extracelular. " Ademas las bacterias: lacticas
presentan otra ventaja, - pues su uso en’la industria alimentaria y farmaceutlc no esta
l:mltado ya que se con deran GRAS (General Recognlzed as Safe)

El desarrollo de vehfculos moleculares para la transformacnon de Ias. a lactlcas S
se ha topado con muchas dificultades. . Frecuentemente se. observan problemas de
inestabilidad plasmidica que se acentian cuando hay msenos de DNA, all
son pequenos (Kiewiet,. et ‘al,” 1993). ~ Este fenémeno’ se> present
microorganismos Gram (+) .y ha sido particularmente estudiado
al, 1988; Grus & Erlich, 1989; Leonhardt&AIonso, 1991)

Esta inestabilidad: se asocia al tipo de rephcacnon (Grus
1993). Se ha observado en plasmidos que se repllcan por: el mecamsmo de circulo
rodante Ia formacion de mulnmems de alto - peso: molecular, la presencla de

prematura de la rephcamon hechos que lncrementan Ia ln stabn

ad tanto estmctural
como segregamonal .




Aparte de la inestabilidad p)asmadlca en bactenas iéchcas se ha observado
incompatibilidad plasmidica. y sistemas de reslnccnén RN mod) cacion .- que
frecuentemente avitan la transferencia efectiva de’ genes (Chopln ot ‘al.’ "1984); “ctro -
tmportante problema es el poco conocnmtento que se, tlene sobre ilas enales ‘de <

licheniformis = en 5L
expresuon de un'

codifican’ resmtencna a annbloucos) de tal’ modo no hubtera restnccnones para ser s
utilizado en bactenas que, mlerwenen en procesos de: hn das aali mentacton humana y s
ammal oen pruduccu 6n'de farmacos.




ANTECEDENTES

BACTERIAS LACTICAS

Los microorganismos han estadoe invelucrados en la preparacidn y procesamiento de
© alimentos de consumo humano desde fas épocas mas remotas. La principal causa por
la que la fermentacién se ha usado ha sido fa produccién de écidos, alcoholes y otros
inhibidores: microbianos que ademds de tener una accidn preservadora mejoran
sabores y texturas (Walker & Gingold, 1990). Las bacterias lacticas tienen un papel
fundamental en’ muchos .de estos pracesos fermentativos y dentro de éstas, las
especies mas usadas en la:preparacion de alimentos y bebidas pertenecen a los
géneros Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus y Streptococcus (van
de Guctite,. et al, 1992b) En Ia Tabla 1 se jlustran las aplicaciones y las especies
mas lmponantes ; ‘

El termlno de bacterias’ lacticas comprende - un grupo de microorganismos - gram-
positivas, mrcroaerofihco ue:no forman esporas, En este grupo se encuentran .
diferentes © vias“i'd rmentactén de . carbohidratos . cuyo prcducto r nal o
; : homofem\entativo) o_.cuando . men
La producaén de

50%"' :

o nte . de las bacterias lacﬂcas es la ‘fabricacion de: productos -

Iacteos madurados ‘ademas se sabe que de las: mdusmas ‘que 7 utilizan ¢ T

5 es la segunda en importancia después de las que ‘producen bebidas
unque fos quesos son los productos lacteos mas importantes tambien_ ;
ductos S(gmf‘ cativos como el ycgun !a crema agna. la’ manteqmlla e(

microorganis

Como se’ menciond svbac!enas lacticas t(enen dxversos benef feio sobre la salud

como:la d(smmumon de’ desordenes gastromtestmales (son comensa(es de slstemas_ R

digestivos: de * mamlferos) ‘Se ha reportado que pueden detoxsfcar carcnnégenos;;"
metabolizar ‘colesterol y" aumentar ‘la respuesta: mmune (Goldm & Gorbach 1984
Gunmand etal 198 Perdigén. etal 1986) LT :




Tabla 1. Usos de las bacterias facticas y pnnc:pales espemes utnhzadas. .
- - {MoKay & Baldwin, 1990) - IR

Fermentaclcr\es vege\ales

g S Lsuconcslac masen(em;dss
_Pedlococcus pentosacay;
- Lactobacilfus plantarum

Ferméntati:inn’gs carni :
R i : Lactobacillus plantarum
Padmcaccus acidifactici’

Bebidas .7 ¢
Alcoholicas.

Eriéliage :

Prablét:cos en sa!ud humana y animat i
: Lactobacillus acidophitus
 Lactobacillus casel .

Embutidos S :
i s i+ Lactobacillus brevis
- - Lactobaciflus plantarim
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus delbrueckii .
Lactobacilluss tsichmanii
* Laclobacillus casei

Productes (acteos
Lactococcus laclis ssp Iacns
. lactis spp g
Lactococcus lactis spp factis var. d:acefylachs
Leuconostoc masentercides ssp cremoris
Leuconostac lactis
Strep fivarius ssp p
{ aclobacl lhruschi ssp ¢
Lactobacillus helvsticus
Lactobacillys acldophitus
Lactobacillus casei




Lactococcus

‘Las especles de es\e género son muy lmpoﬂames en la industria, Algunas cepas son

utilizadas como cultlvos iniciadores en la manufactura de quesos y bebidas derivadas
de leche: Son celulas ovaides; de 0.5 a 1.0 ym de didmetro, generalmente se
encuentran en pares o en cadenas cortas Gram Positivo (Breed, e! al., 1957).

Estudios taxonomlcos 3 dlcan que Streplococcus {actis, Streptococcus lactis
ssp diacetylactis'y. Slrep‘ coc s cremornis. podian unirse para formar una sola especie
ya ' que  poseen en:comun: enzimas:como las deshidrogenasas lacticas y la’ 8-
fosfogalactasa,. ademas e tener el mismo % mol de G + C (40.3 - 41.5 %). Entre
estas bactenas se enc' tr 'cuando menos 50% de homologia en Ia secuencna de sus
bases

Aclualmente la espec } Slreptococcus Jactis'se conoce como Lactococcus factis y se
considera se'encuentra integrada.por ' tres cepas: . Lactococcus lactis ssp, lactis cepa
NCDO 176, Lactococcus lactis “spp cremoris cepa NCDO 607 y Lacfocaccus Iachs ssp
d/acetylac!/s cepa NCDO 17 . o ;

- Utlhzaclon de azlcare como Iactosa sacarosa y xnlosa (as ctates ademas de ser
fuente'de: carbono y energla son la base de |a produc on de actdo Iactlco \i\,cKay~ :
& Baldwin 1978) . ’ :




- Produccién de prolemasas El crecimxento en leche es depend«ente de este sustema
enzimatico que permue la degradacion de la caseina para su utilizacion (Kok 1990)

- Resistem:la a bacteriofagos::Los plasmldos pueden codificar snstemas de restriccién

y modlﬂcac«cn estruyen.al’ fago o bien intervienen en un mecanisma conocido
.como: "infeccio = donde la expresion det plasmido inabilita o reduce la
. capacldad 'del fago para producir progeme en la célula (Coffey, et al,, 1991):

-rSlstemas c res,nccnon‘y odlf cacién (Chopm etal. 1984)

El es(udno dev dos estos’ plasmldos ha sido importante no solo por las func»ones que
codifican;: “también’ para‘la’ “clanacion de genes, 'ya que se han_utllizado en’la
canstruccion . d vectores para lactlcas y .como fuenle de” genes mduslnalmen!e
Imponantes (Kok 1991 i . .

Fue el pnmer proceso usado extenswamente en el analisis genético de las: bactenas N

lacticas.: Tanto caractenshcas codificadas en plasmido como en cromosoma han S(do ;
transfendas por esta’ vua, dos de las mas lmponantes la fermentacmn de lactosa yla
G

La fusmn de protoplastos como un mecanlsmo de transferencm geé ; ;
posible  gracias al’ desarrollo de ‘12 metodologia de produccnon ¥ rege racion de -
protoplastos (Gasson, 1980). Con esta base Kondo y Mc’ Kay reportaron ’n 1982 la
primera . transformacion * exitosa “en.la ‘que . obtuweron una’; eficiencia 7 de ' 18.5
transformantes por microgramo . de DNA En (rabajos pos\enores (Kondo& Mckay,




1984, Okamoto. et al 1983).se optimizaron las condlcxones hasta que en 1986 Srmon
" reporta una-eficiencia de 5X 10 5 transformantes por mlcrogramo de DNA para la
resistenC|a a entromxclna g .

A pesar de que se Iogra tener altas ef'ment:las d sformac n, los investigadores
continuan enfrentandose a problemas para’ la estandanzacuon yla reproducibllldad de
los -métodos publicados, ya que la:variacién’ entre eintra’ cepas es muy alta. A la
fecha, los protacolos. se han modlf cado‘y se Ia electroporacmn como un
metodo mas eficiente y sencﬂlo de tra sfi rmamo :

ELECTROPQRACION; :

La electroporaclon es un método: convenlente para introducir DNA plasmidico en
células. vivas,.:con:: eI
transformacnon que conl

étodos quimicos:

i:que  generalmente "se tienen eficiencias ‘mayqres de..

No'se tlene ‘claro como un campo eléctrico puede facilitar la entrada de DNA a celulas_ e

sin: afectar severamente el funcionamiento normal de las membranas, lo que'sf se sabe -

es que cuando’|as células'son expuestas a campos eléctricos, una serie de cambios ™ -

fisicos'y. blOlOglCOS octrren. -En campos eléctricos de baja intensidad las membranas:: -
de las células se polanzan si los cambios en el campo eléctrico inducen un potenctal~‘1

de -membrana - ‘que -caiga ‘en el range de 200-400 mV, se forman - dreas de.: .

desorgamzaclon reversible, en donde se cree que rupturas transitorias pueden ocuir,
haciendo a la membrana permeable a moléculas y macromoléculas. . (Chassy, 1987)."
Asimismo, se ha visto que es prerrequisito para la transformacion la unlon del DNA a Ia
superrcle celular (Xie el al, 1992)

La electroporaclon fue usada para introducir exitosamente DNA primero’ en celuld: de o
mieloma de raton'y subsecuentemente en linfocitos, protoplastos de’ Bac;llus cereus, :
levaduras y protoplastos vegetales ;

En L /actls ‘Jos pnmeros trabajos que’ se realizaron reponaban efic iciencias | de L
transformacxon de 1-X: 102 5 X: 105 transformantes por g de DNA (Harlander :1987,.
Powell, el al.,:

“1988; Mclntyre & Harlander, 1989), solo en el método que. desarrollaron: e

Holo- & Ness (1989) y que”fue” optlmlzado en "L lactis ssp cremoris se cons:guen :

rendlmlenms supenores a1 X107 transformantes / ug de DNA la inovacion en este -

método es la utilizacion de glicina al 2,5%, como debilitador de pared, en el medxo de *

crecimiento “de - las _células que van-a ser transformadas, desafortunadamente el
método no pudo ser utilizado en otras subespemes de L. /actis, ya que la gllClna en tal :
alta concentracron inhibe el crecimiento (Wells, et al., 1993). . .



DESARROLLO DE LOS VECTORES D_E CLONACiON

Una amplia vanedad de vectore se: han desarr ado. algunos de’ )as cuales tienen
~funciones especlﬁcas como ‘aislamientode promotores terminadores, sefiales ‘de

0s pa

los plasm(dos que codmcan los sistemas de
estasson: LT lactis Ly lactis MG 1363
983) y L lactis ssp lact/s lL1403

re \,q
eritromicina.;: El plL252 ‘es un ‘vector de bajo numero de cop|as R 9 ), mientras que
el pl.253 se, presen(a en alto nimero { 45 -85 )." Estos plasmidos’ pueden soponar de
manera estable fragmentos de DNA de hasta 30 kb o

b) pIP501

El plasm)do pGBSO1 es,un’ plasmldo b(emdo de una delem n: espontanea de. el el
pIP501 de S iaecalls (Behnke etal, 1981) Tvene come marcadores la reststencna a’
eritromicina y cloranfenncol “Es:un: p!asmndo grand '_(9 8:kb): con pocos smos de
restriccion, Aun cliando acept : sUje
deleciones.

Se desarmllaronk replicarse ‘tanto” en - £
Streptococcus como ‘el pVA838 (Macnna et al +1982), pSA3 (Dao & Ferrem 1985) y
los pMU1327 ¢ y pMU1328 (A en, . ef aI 1986) pero no han stdo uhhzados
extensnvamente SR ; e ; [ e ;




..Tabla 2, * Vectores de clonacién heterélogos

Vector - Reférencia

" Simon &
_Chopin 1988

“Simon & .
/- Chapin 1888
" Behnke, ef al,
4981
Macrina, et al.,
1982,

Dao & Ferreti,
Y1985,
“Achen, et af.,

plLzs2

piL2s3
' pGB30T

pVA828
pVAT748
PSA3 "
pMU 1327/.

Kok, etal, . -
BE4 T LT
Kok, etal, . .
1984550
_van derVossen .
“i- et al, 1985,
£% de Vios, 1986 ¢
o, Simons, G..
- COM. Pers; i
‘- Gasson & An<
- derson, 1985,

pGK13

aGKVZ1.
pNZ12.
PNZ123 -

pCK1

pvs2
N -l 19877
-Xu, ef a,1991a

pFX1- :
"7 Xd/ et al,1991b

prX3 -

*Em=

Von Wright,'et -



Otros  plasmidos que - han funcnonado en Bac://us sublllls cpmo el pE194 pC194 y:
pUB110 no han podido, ser transformados. en L::/actis,. a “pesar’ ‘de’ ‘que los genes'de
resistencia a emromlcma cloranfenlcol,_,y kanamlclna ‘que’ ‘se encuentran en cada 'uno )

transcnpclon, como promotores y termmadores, vectores de expresuon y vectores con
senales de secrecion (Tabla 4).:7: AN

Vectores de lntegra :

Como se mencrono muchas de las funcmnes importantes de las bacterias (acticas se
encuentran codnrcadas en plasmldo y pueden ser perdidas facilmente por inestabilidad
segregacional de’los” plasmldos ‘por; esta razén algunos grupos de investigacion se
dieron a la tarea de traba;ar con vectores de integracion. Dos tipos de estos vectores
se han desarrollado erivados ‘de’ plasmidos heterdlogos incapaces de replicarse en
Lactococcus y aqué denvadoﬂs“del replicon pWVQ01 (Tabla §).

EXPRES{O.N GENETICA EN-L‘éctococcus

Para poder hablar :d mejoramlento o mampulacton genetlca es necesario el
conoumlento y la comprensnon de las senales que pErmlten la expresxon de un’ gen




Tabla 4. Vectores con funciones especificas

Vector Caracteristicas Referencia
relevantes

Selecc'dn

Promotor/ e

pGKV21 0 Em Gen cat-86 sin promotor © . van der Vassen

o 2 "ot al; 1985,

pBV5030+ Em Gen cat-86 sin promotor . .- :Bo}ovick e! al

pMU1 327 . Em Gen cat 194 sin prorﬁdttor

pNZa36 -

van derVossen o

pGKV258
etal, 1985,

“Sal | y un sitio Pst I, 55"

Fusiones de seﬁales de

XU, etal, 1991
'-lraduccrén conlacz Y

L Emo .Veclorde expresnén : vah de Guchte -
L Km. ... constifutiva, contiene -+ ef all; 1989 <
“ et el promotor lactocacal : T

pMGJGe :
pMG36 *..

Seleccxon de peptldo senal

pGA14 _:'-y “pWVO1 i e :"Eni"‘ Sy PromolorSPOZygen L smith, ef al,

: . - amy sin secuencia sefial - 1987,
pGB14 B pWV01 . ._Gen de B-lactamasa sin i coSmih, etal, ..

'promotorysln secuencia TTU1987.
sefial.: sEe o

B : ¢m= Km= ol




Tabla 5.

. Vectores de integracion desarrollados para L. lactis

Vector Derivado Gen .’ " Caracteristicas . Referencia,
marcador relevantes

del plésmidp ot

Ongen heterologo

o pBR322 " em

pWVGOAIB

pKL10A/B pBR322 Em
pKL203A/B pUB110 EmCm
pKL400B pTB19 Em
pKL301B pSC101 - cm
pE194/ pE194 Em

Qrigen lactococal

pORI28 . pV\(VQ1 Em

‘ plQTzé: pYV\:I(;f - Em

: p0p§1g'ao':' [b'V\'Nrm Em facz
. ple'zg e pwv61 Em
p§R1is .pwv61 Em
pOR119" PV Em

Integracion ilegitima en -
alguna medida.

La amplificacién se pierde
gradualmente bajo condi-
ciones no selectivas.
Amplificacién probable-
mente dada por integracién
de multimeros.
Amplificacién inestable

Integracién estable de una
copia

Integracién estable de una
copia

Integracidn estable

Disponible para integracién -
Campbell-ike en cualquier
focalizacion. .
Disponible para integracién
Campbell-tike en el gen pepX
inactivandolo.

Integracién por reemplaza-
miento,

integracién por reemplaza-
miento en el gen pepX, pero
la integraci6n del tipo Camp-
bell no Inactiva al gen.-

Puede generar fusiones tra- - -
duccionales en el cromosoma

por integracién Campbell-like.: -
Integraciones azarosas en el "

cromosoma por imegraclén
Campbell- -like .- :

Leenhouts, ot
al., 1989,

Leenhouts, ef
al, 1980,
Leenhouts, et
al, 1980. -
Leenhouts,et -
al., 1980.
Leenhouts,ef
al., 1990,
Chopin, et al,
1989,

Leenhouts &
Venema, 1993




a) Transcripcién

A pamr de los resultados obtemdos con Ios vectores para seleccnonar promotores
(Bojovic, et al.,, 1991; van der Vossen, et al,, 1987, van der Vossen, e{ al., 1985)'y de
los datos obtenidos de a!gunos genes ‘de L. :lactis aistados - (Kok, et al,,1988; -

Handrikman, ef al.,- 1989, Van Belkum, et al, 1991) se’ xdenm'caron las sngunentes 2

caracteristicas comunes alos promo!ores iactococales (Van ‘de'Guchte, efal.;: 1992b)

o) Traduc:cién :

; En Ios genes de’ L lactis que han sido clonados y anahzados pnnctpalmente aqueIIOS'
involucrados en el .metabolismo- de. la lactosa’ (Renadit;."et al.;.1389; Boizet, et al.,
1988,:De Vos & Gasson 1989),. proleasas (Mayo et al,;-1991; Nardi,"et al,, 1991) y
©genes de. res:stencua ‘a fagos {Hill, et al, :1990) se observa que el codon de inicio de la
traduccmn es casi snempre AUG, aunque también. funclonan UUG y.:GUG yque'en ia
regién que precede a este’ codon se encuentra la secuencia de SD, complementana al
extremo 3' del rRNA 16S de L lactis (3" UCUUUCCUCCA—S)

’ Sobre ia ulmzacnon e codone TP 1o hay consenso ‘ya:que -varia
marcadamente entre lo$ genes; en general L Iacf/s ‘muestra preferencia por codories
con A7 o-U. en fa. titima’ posicion,lo . que reﬂe;a el al(o contemdo de A+ T ‘del
mlcroorgamsmo (van de Guchte ‘et al,: .

A partir del - desarrolio™ de": vectores. nacion i'y.. de: ta; metodologia’ para: la
transformacion de las bactenas lacticas sé inici6 laclonacién de .genes heterdlogos con
un éxito relativo. - Los genes que;se han clonado han.tratado de evitar la adicion de
enzimas purificadas {(en la produccnon de quesos y ens:la;e) (4] aumentar,la capacndad
antimicroblana. Recientemente:se’ -empiezan'a
clonacion de antigenos que lnduzcan respuesta mmune especrﬁca de tal manera que
las bacterias pudleran ser usadas como vehlcu(os de vacunas (T abla 6) e .

lizar las’ bacterias Iacucas ‘para-la’ ;-



“Tabla6. Genes heterclogos clonados en"‘ba'r':'terié‘s lacticas.

Gen
Prochymosina
Uisozima -
Proteasa :
Lisozlma
Affa-amilasa’
Luciferasa - 7 °
A(ta-amilasa S BT L, factis
: : stearofhennophllus
Fragmento c de la lo;dna del (étanos " L. lactis
Endoglucanasa ¥ CIOStnd:um Lh.
; . themnacelium plantarum
Endoglucanﬁsa Clostridium Lh.
thermocelium plantarum
Alfa-amilasa 8.
. staarathermophilus
Lipasa Staphylococcus L
hyicus curvatus
Alfa-amilasa B. Lb.

amyloliguefaciens  plantarum

DPOAKL

POBKI

pSBZBZ

14

pNZ12

pil.Po1
PSA3

pERM3.2
PSA3

pLipSi

kaL’253 8 v

: Pmducciﬁn de queso

o Asuvldad anumtcmblana

Maduf clpn del queso

* - Actividad antimicroblana

Alslamiento de sefales de

- exp'onac!@n de proteinas -

Estudios de la regulacitn
del metabolismo de Ja
lactosa,

Aislamiento de sefales de g

exportacion

" Vacuna oral

Ensitaje .

Ensilaje

Desarrqllb de sabor

- Ensifaje >

Ref. -

11
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Endoglucanasa . . B, subtilis Lb : 'pAM510 Ensilaje 13
. : actdaphllus : :
Alfa amilasa a . B ;;Lb reu.‘en pPsczo Ensilaje 14
stearothermophilus Lb. ; :
. Lb. planrarum
Lb, helvellcus
End ;pWP:n ‘Ensilaje 15
Xilanssa B
B-glucosidasa

E€ndoglucanasa
Xilanasa
Endoglucanasa - e
Caolesterol oxidasa phNZ1s"

Lisostafina

Co

Desam:"o de (exturas y

. poKv210

Disminucién del contenido .-

Alfa amilasa

{ oxidasa:

de colesterol en alimentos ..

de Guchte, ef al., 1992 5). Pér
al., 1993.7 8) ‘Wells; et al, 1993
12)Jones & Wame 1990

al,, 1890.-

saheuﬁnck et al., 1990."
19) Hols, et al, 1994.-

3 ni van Asse!dunk et
10)+ SChemlnck et al.; 1988.711) . Voguel, ot
14)1 Cocconcelii, et al., 1999 - :18)
992.°/18)" Brigidi, et al, 1993,

2.
):Bates,” ef al,; 1989
3) Hack & Pack; 1990.%
17) Ganer‘ eta

16) 'Somkuti; ef al., 1982,




Es importante sefialar que aun cuando se han cionado 8 d|ferentes genes ( ademas de.’
fos que codifican resistencia a antibiéticos) en L, /actis, no se puede hablar de que se:

encuentren sentadas las bases para la manipulacion de esta bacteria, porque lo que :’

se ha observado es una expresién muy pobre de los genes probados Y en ocaswnes :
cuando se clonan enzimas, éstas son mactwas

Otros genes que se han clonado en otras bactenas Iéctlcas (Lactobac:///us) se
encuentran también en la Tabla 6.~ - : S

ESTABILIDAD PLASMIDICA -

La estabilidad de un plasmido eé defnidé como' la capacidad de'la célula-hospedera
para mantener la estructura.del plasmldo asegurando su expresmn y mantemendo
cuando menos una copia por. célula (Wel et al 1989) o S

Existen dos tipos de lnestablhdad

La inestabilidad segregacu)nal en laque el plasmldo se plerde to Imente despues de .
una” particion” defectuosa a" las células” hijas.” Se ‘ha‘visto: que‘eneste ‘tipo . de
inestabilidad al menos dos sistemas son importantes,: Ia repllcac:on (KIEWlet et al.,,
1993) y la partlcmn (Williams & Thomas, 1992). -

La repllcacmn no solo mantiene un ndmero de copias promedlo por célula, tamblen el :
tipo de esta replicacion puede condicionar la estabitidad del plasmido; se ha visto que '
el pWWV01 (Leenhouts, ef al., 1991) y el pSH71 (Gruss & Erlich, 1989), ambos de L.
lactis pertenecen a la clase de plasmidos qué generan intermediarios de hebra sencilla
durante su replicacion por circuio rodante (RCR por sus siglas en inglés), lo cual tiene
consecuencias importantes para la capacidad de recombinacion de estos plasmidos
tanto legitima como ilegitimamente, ademas de la formacién de muitimeros lineales de
alto peso molecular (HMW) que impiden una segregacmn adecuada.

La particion determina como las copias del plasmldo son distribuidas a las células hijas

en - cada- division celular, - Los :determinantes- genéticos. de: la ' particion - 'se  han -

encontrado codificados en dlferentes plasmidos y. se han agrupado por su SImxlltud en
la familia de genes sop / pary |a familia /nc Fil (Wlllams & Thomas, 1992)

El segundo tipo de |nestab|llda tural generalmente mvolucra deleciones en
los plasmidos, se han: reportado lferentes mecanismos que pueden explicar este
fenémeno: integracion. de; secuenmas ;de DNA" homologo - dependiente de rec E
(Ostroff, et al., 1984; Rapop}o/ﬂ et al,, 1979 restnccmnymodlf icacion del DNA

jf16 :



plasmldlco transformados (Tanaka 1979) y transposu:(on Ademas deleciones'
independientes ‘de’: rec s £, también’: se : han *observado - (Uhlen et -al, “1981).
Adicionalmente ambos t«pos ‘de’ mestab»hdad pueden verse mcrementados por insenos
de DNA (Gruss& Erllch 1988' Bro &Lt xen 1985) ¢ ! .

Pamcu!armente en bacterias lacticas son pocos los estudlos de estabmdad plasmldlca
Rec«entemente s pubhcaron dos: traba)os en los que se estudna la estabilidad de fos
plasmidos piL.205, pll 252 y. plL253 en'L. factis en fermentacmn por’ lote (EF Alami, ef

. al, 1992)y en cultlvo continue { D'Angxo et al; 1994), en ambos casos se observa que
es necesana la presenc«a de una “resolvasa“ en el vector para que este sea es(able

No se encuen(ra enla eratura nmgun es(udno slstemahco del efecto de msertar DNA
‘en- plasmidos?'de " bacterias - lacticas "alin cuando' se ha’ ‘observado " inestabilidad
segregacional ;en’ muchos’ “de los  trabajos ‘de’ clonacién de ‘genes heterdlogos ‘e
inestabilidad estructural en_algunos casos como en fa clonacidn de:lalisozima de
lambda en L, factis (van de Guchte etal, 1 992) ydela hsostar inade B, subtms en Lb

casei (Galer etal 1992) :

Con los antecedentes dados se propuso el s:gunente Ob)EtIVO general de este traba;o

en Srminos esu cti dad amuolihca,:
de !a presencna “del vectur ‘de clonacxon y de la locahzaclon del mserto (gen de alfa

17



METODOLOGIA

Microorganismo y plésmido

Las bacterias y los plam;dos ut(hzados se en stan en la tabla 7

E colf fué crecida en LE (Mamatls',et aI 1982) o en LB sohdnf cado con agar al.1.5% a
1975) con glucosa 0.5% en

* Para'la transformacion de L.
tr_e_onma 20 mM al medio de

_' sig ,,entes concentracmnes finales: Eritromicina 5
ent(omxcma SDO ug/ml cloranfenicol 10

stres y transformadas fqér_on“conée;vadas en glicerol 40% y 20% a -

Manipulacion del DNA

Extraé:c_ién

El DNA plasmi fue obterudo por la !ecmca de B«mbonm & Doly (19?9)
Para la extraccnon de plasmndo de'L. Iactzs,xtres diferentes técnicas se probaron: la de
Bansal 'y Das® (1989) para: aislamiento’de plasm|dos y. fagos de E. coli;una técnica
desarraliada por el Dr. Bruce Chassy para Laclabac:llus (comumcacion personal) ylaz
técnica~de O’Sulhva laenhammer (1993) ‘parai |a extraccuon ‘de; plasmndo det

che Se entnfuga y se lavan las c ulas con

Buffer Tris-HCI 10 mM; ‘pH 8,0,
-Se resuspende el boton en 200 pl de sacarosa al 25% Se reposa en hle!o 10 min.

18



Tabla 7. Cepas bacterianas y plasmidos -

Cepa o plasmido . Caracteristicas relevantes

Cepa
E colf » oo
DK1 _recA’;
LE392 supE44 susta hsaR514
galk2 galT22 metB1
L. lactis ssp lactis L -
MG 1363 lac prtP. Sin plésmidos*
L1403 Sin plasmidos”®
Plésmidos
pJo7 pBR322 con el gen de alfa-
amilasa de B, ficheniformis
pUC-arﬁy ‘pUC 19 con el gen de alfa-
- .-amilasa de B, licheniformis
ptzt2 Vector lanzadera para E. coff
.y L. lactis. pN212 con sitio de
_testriccion muttiple. Replicdn
‘del pldsmido pSH71. Cmf
pMGSGe Vectyor lanzadera para E. coli
y L, lactis. Vector de expresidn.
Promotar y terminador lactococat.
Replicon del plasmido pWV01,
EmR,
pGK13 Vactor lanzadera para E coh y
ido
pGKV1Y Vector Ianzad 3 para

LB, subtihsy L lacfts Reﬁhcon

.Origen o referencia -

Goleccitn del laboratoria -
Sithavy, et al.; 1984 ¢

Gasson, 1883, /.
Chopin, et al,,. 1984, -

Joyet, et al, 1984
Coleccitn del laboratorio

De Vos, 198‘6‘,

van de Guchte, et al!,

1989,

" Kok, et al, 1984

van de Vossan etal. .

* Eslas cepas se han culada de plssmidos porque se ha encontrado que en algunos de elios se encuentrs fa informacién ©
Y

que codifica para s
plasrnldlca

18
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- Se afaden 400 pl de solucmn alcalma de SDS (SDS 3%. NaOH 0.2 N), se mezcla
inmediatamente y se incuba 10 min a ‘temperatura ambiente, * :
- Se afaden 300 I de acetato de SOle 3M (pH 4,8), se mezcla’ lnmedlatamente y se
reposa en hielo 10 min. P ‘

- Se centrifuga a' 15 000 rpm )
- Se transf' ere el sobrenadante a

Cuando se necesité DNA total su extraccnon se reahzo por un’ me 'to lo re
por el Dr. Bruce Chassy (Com. pers.): : :

- A pamr de un cumvo de toda la noche, se siembra un matraz de 500 ‘ym . wif ]
- Alas 4 horas se mide la densidad optica y se cosechan las celula 5 lavandolas con =
buffer Tris-HC! 10 mM, pH 8.0 tres veces. ionin

- Se resuspenden en 15 mi de buffer Tris-HCI 10 mM, pH 8. 0 y se les’ agr 12.5 mI
de PEG (peso molecular promedio 8 000). Se agita en vortex.’ S
- Se agrega lisozlma a una concentracion de 100 ug por. UA del culti
- Seincuba a 37°C durante una hora

- Se recuperan las células y se resuspenden en la declma
del cultivo de buffer TE.

- Se mezcla y se agrega 1/9 de SDS.

- Seincuba a 37°C por 15 minutos. L
- Sele agrega un volumen de fenol, se aglta porl
la fase acuosa.

20°C al menos 1 hora.:; .-
- Secentrifuga a 156 000 rpm por 15 mlnutos .
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- Se seca el boton y se resuspende en buffer TE.
- Se agrega RNA'asa a una concentraclon f nal de 100pg I mi se mcuba 1 hora ‘a

- - Se fimpia, | la ‘muestra’
salo por mvers:d

T4 DNA llgasa utilizadas (Amersham y Boehnnger GmbH) fueron usadas.de acuerdo a :
las instrucciones del provedor..: -Los plasmldos y sus fragmemos de restnccton (ueron‘x

analizados por’ electroforesis horizontal en geles de agarosa (0.8.-.1. 2%) La Ilmpleza n
- de'los fragmentos para’ Ilgacion se llevo a’cabo con Gene Clean ( Bio - 101 ). Todas . °

las manipulgciones de DNA m vitro 'se llevarona cabo como lo descnbe Manians .
(1982). L - : :

Transformadén 5

E. coli fue transformada por electroporaclon s:gunendo la tecmca de Zabarovsky &
: mlzando agua como medlo de electroporacmn (Hee :

L [actls (amb nse transformo por electroporacton pero en este caso ue necesano

déterminar las condlcnones ophmas para la transformacion; ya que aln cuando habijan = .

“sido reportados varios métodos, ninguno de ellos daba altas efi clenclas ' Se probaron :
diferentes parametros como volumen celular en la cubeta del electroporador dlferentes,
concentraciones de DNA’en la transformacion, debilitadores. de pared como ‘glicina ¥
treonina y-tres. diferentes medios de electroporacion:. - Buffer- Hepes :7; mM pH7.4 -
{Mureana; et al., 1988); Buffer de fosfatos 7 mM pH 70 MgClz 1ml

mM (Chassy, 1987) yagua..

La transformacton se reahzo enun Gene Pulser (BIO -Rad Laboratones Rlchmond Calf : :
USA) en cubetas: con una. distancia ‘interelectrodos -de 0.1 cm, con'las’ srgulentest
condiciones de’ operacwn F Voltaje 25 Kv capacnor 25 pFD controlador de pu)so 200
Ohms.: .

El procedimiento gehéra) fu_é el sigUienté: o

‘2t



- Se crecid el indculo por 12 hrs en M17-g|ucosa treonrna a 30°C sin agltacmn
- Se transfirio al 1% a medio fresco y se incubo 4 hrs:

- Se cosecharon fas células y se lavaron con ghcerol al ‘1 0%: tres veces, estas celulas

 prueba) y se -
: sacarosa_ )

a
transferencla de - ||t}rosvde nylon: e hibridacion'de *estos 'y siguiendo “la.
lnstruccmnes del Kit'de Multlpnme DNA labe Img systems 4601Y. de Amersham, ' De
cada gel'se“:realizo® doble transferencla para poder comparar dos sondas
sumultaneamente s :
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RESULTADOS

Para poder cubrir el objetivo del trabajo,  se“tenia_inicialmente_que: establecer las
condiciones de transformacién. - Para E.:coli los: protocolos reportados satnsfamanf,
nuestros requenmfentos pero para L. factis no; ya que ain- cuando en, la’ hteratura s
encontraron varios métados, los resultados’ que se’obtenian‘no eran por. mucho los ;

que se reportaban. Asi pues, se decidié tomar como los parametros a revisar el medio” ",

de electroporacion, la presencia en e! medlq de 'prectmlen(o de debilitadores de pared o
el volumen celular en la cubeta‘del’ electropo dor.y la concentracion de DNA: 'Las

condiciones del Gene-Pulser se mantuvieron constantes en todos los experimentos en” :
25 kV/em, que es la maxima potencia del generador y es, ademas la que aseguraba la -

transformacion de las celulas sin‘afectar su’ nablhdad

Transformacion de:Escherichia. cb/i :

E. coli :fue transforma' on. Ia
las concentracmne de’ DNA y
hacer Ias pruebas fus el pLZ12 el cual se escogio por ser un plasmldo de alto ndmero -

ici de Zaborovsky & Wnberg (1990), vanandose

Ademas se'vio que el y
constante .de - tlempo de reslstencla capacnancua Jué:seobtieneTal’ dar el ‘choque
eléctrico;” dicha constante “ de reﬂstenma-capacﬂancla defi ine de manera mdlrecta la
amplitud del pulso- (Ver apendlce) AL parecer se: obtlenen valores menores de esta
constante conforme. aumenta el volumen celular. (de 4.8'mseg en 50 pl'a 4.3 mseg en
200 pl), lo que aparentemente’liene efecto sobre |a"eficlencia de transformacion que
aumenta en'un orden de magnltud al pasar de un volumen de 200 pl a un volumen de
50 ul. E : .

23
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Tabla 8. Determinacién de las condiciones de electroporacién de E, coli.

Conéénvédén de D 'A’bla,smidixg:'b” o

Vofumen P
celutar 0, 3 pg

50 pi 8X. 10 05 UFClugIml -

100 pt : x'ws UFCIugIm!

200 74X 104 UFCIugImI

Las pruebas se reallzaron enE, coh LEQBZ con e plésmldo pLZ12. v
Medio de electroporacitn: Agua tridestilada, esténl :

Condiciones de operacion del Gene Pulser; - - ;
Vattaje: 2.5 KV

Capacitor: 25 yFD

Controtadar de pulso: 200 chims
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Transformacnén de Lactococcus Iact/s, :

En el caso de la transformacton de Laclococr:us con el musmo pLZ12 se probaron tres B
medios . diferentes’ de electroporacmn para - posteriormen “establecer el ‘volumen |
celular’ que seiba mane;ar ¥ la concentracion de DNA T

sformando en agua, .
en bactenas lacticas

fransformadas’ en med»o sm annbtotlco

La maxima efctencm de transfcrmacxon (5 8°X: 103 UFC/ pg DNA/ ml cel) se ob
con un velumen en’la‘cubsta de 50 il de células'y 0.3 ug de DNA, por:la” que’ se-
tomaron éstas .condiciones  para probar.si’ debilitadores de pared como’ treonma Y.
. glicina_en ‘el medio” de" crecimiento” podian facilitar fa entrada” def - DNA .y conellos
aumentar la_eficiencia,.: Como*” se: puede cbservar en {a fabla 10, el namero:de .
transformantes se aumentd en un orden de magnitud utilizando treonina‘en el -medio,

sin ninguna diferencia entre las dos concentraciones probadas.” Por el contrario, ‘al -
usar glicina la eficiencia disminuye; atnque se debe aclarar que el crecimiento también

se vio mermado con este ammoactdo ¥ que pudo ser la baja viabilidad de las celulas la
razon de la poca transformac:on

Utilizando tas condicnunes establecndas para la electroparacion, se transformaron otros
fres plasmxdos lactococales pGKV11 pPMG38g y PGK13, obteniéndose para éstos.
‘eficiencias de 3.0 X 103 7.X 104y 2.1 X 103 UFC/ yig DNA / mi cel respectivamente - -
(Tabla 11) loque habla a ‘de que el protocolo establecido funcionaba en general para:
L. lactis y también se odia ver.que los vectares que mejor se transformaban eran of -
pLZi27y el” pM636e F(nalmente se’ venr ico la mtegndad de. los plasm»dos para~ .
comprobargue} ji i

Para |n§fbduc¢r del'ge ifa milasa de B. l/chenlfolmls en L Iactzs se d»senaron tr.:s =
diferentes construccno es con dos dlferentes vectores el ptZ12.y el pMGSSe, ambos :
de origen lactococal y. con 1a capac(dad de rephcarse tanto en L /actls como en E coh .
(rabla4) : . ; Ba AL




Tabla 9. Determinacién de las copd}‘ip]pn"g’zs, de"eléctropgracién de L. lactis .

Medio de electroporacion: Ag'ua )

Volumen T
celular Oug ! [ 3 M

504 o ' 40X103 UFChgml - 58 X 103 UFC/pg/ml
200 pi — T 10X 102 UFCHgimI 50X 102 UFC/uglml

Medio de electroporacian: Buffer de fosfatos

. Concentracion de DNA plasmidico
Volumen :

celular- - k ; 0 ug 0.1 ug [ X 1ig
;80 e — ) 26 X 102 UFC/g/ml -
2001 - — — ‘ ‘33X 10! UFC/igiml

Medio de electroporacion: HEPES

No se obtuvo ninguna transformante.

Las pruebas se realizaron en L. Iacﬂs IL1403 (con una concenlracldn celular de 4-X-10 7
UFC/m) con el pldsmido ptZ212, . . .

Condiciones de operacién en el Gene Pulser

Voltaje 2.5 KV~ - .

Capacitor 25 yFD =

Conlrolador de pulso 200 Ohms
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Tabla 10 Efecto de fa treomna y la glicma en la ef‘cnencua de
5 : transformacton de L. Iactls : !

M4z
Gli'1% 20X102UFCI fm

Gli z%

Pruebas reéliza'd';a's,en‘
Se uuhzarcn fas

omandose agua como :
plasmi ico :

Plésmida o

pG’i(V;‘T»" .

PMG36e e
pGK13- e

Pmebas fealizadas en L. factis L1403 con el plésmmlo pLZ12
" -Se utilizaron Ias mismas condiciones que en el expenme o anlerior aﬁadiendo treomna 20 mM
al medio de crecnmxemo ) . : i B 3 .
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Figura 1. . Anélisis de los plésmudos oblemdos de transformantes de: cepas
1L1403 ¥ MG1363,.:C1 pMG36¢™- IL1403.:Cp pPMG36, - MG1363:7C3 pGKV11 -
IL1403 C4 pGKV11~- MG1363 Cs pLZ12- IL1403 Cs pLZ12 MG1363 C7
pGK13 - IL1403, Ca pGK13 MG1363 Cg Lambda Eco RI / Hlnd lll
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pLZ12

La estrategla de clonacxon para este vector se ((ustra en la Flg 2. El fragmento Bam H!
) Eco: Rl del plasmido : pJ07 que contema el gen ‘de alfa-amﬂasa con.su promotor
original,” fué. hgadq,en‘e smo Bgl H: / Eco Ri; “del! plz12; estos smos se escogieron

my" en L Iaclls" .
[ obtiivieron’ solo 200 UFC /' ug'de: DNA/-mi de célutas
(promedlo transfo macrones d)ferentes) . Es'snotorio “que ‘Ha: eﬁc:encra de
Iransformamon del pL212-amy en comparacnon a eI pLZ12 sin‘inserto es 250" veces'_

Aun ‘cuando las transforman!es ob(emdas crecieron big en’ el medio’ con clorafemcol. o

(10 ug Iml) ninguna mostrd actividad amilolitica en placa, porv loque e ] pnncnplo se' s

pensé “que’ podia ser un problema de expreswn, asf.qu
experimentos se seleccionaron 50 colonias al azar, para* detel
plasmido. 'En el gel (Fig 6) se observa un plasmido de 3.6 kb, ue’ es'mas’ pequeno
que la construccion efectroporada e incluso que el mlsmo pLZ12 tamblen se puede
observar que con el inserto el rendimiento en la extraccmn ’de NA® p)asmldlco es
menor, probablemente a causa de una disminucién en el numero de copias del vector.
Este fenémeno se presentd de igual manera en Ias dos’cepas de’L. Iact/s umlzadas
{(MG1363 e 1L1403). : ,

Se realizé un mapeo de restriccion del plasde presente en-las transformantes
lacticas. Aparentemente las enzimas Cla:l.y - Hind Ii;: que tienen sus sitios de corte
dentro del gen, no cortaron y fas enzimas que tienen sus sitios en el plasmido si lo
hicieron, pero la interferencia - del - cromosoma®es’ “tan grande que no es posible
determinar confiablemente el tamaiio de Jos fragmentos de restriccién obtenidos, por lo
que se decidio retransformar este -plasmido ( el pL.Z12-amy obtenido de L. /actis) en
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Figura 3. Actividad amilolitica observada en E. coli LE392 transformada con el
plasmido pLZ12-amy.
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Figura 4. Mapa de restriccion del gen de.alfa~amilasa de Bacillus icheniformis.



Figura 5. Digestion del piésrmdo pLZ12-amy obtenido de las transformantes de
. E. coli que mostraron actividad en placa. C4 Lambda Eco R}/ Hind Ill. Cp ptZ12-

amy/ Eco Ri.°C3 pLZ12-amy I Neo i C4 plZ12-amy/Apa l. Cgpl2Z12-amy/Cla
1 Cg p1212-amy /’Ndel ,C7VVpVLZ“12‘amyled . CgplL212/EcoRI.

L

Figura 6. Andlisis de los plasmidos obtenidos de L. factis después de su
transformacion con el plasmido pl.Z12-amy. C4 . 7 L. lactis MG 1363 / pLZ12-amy.

Cg plZ12-amy (control). € g .45 L. /actis L1403 / plLZ12-amy. C4p pLZ212
{control), Las bandas del plasmido se sefialan, las otras dos bandas visibles son
de RNA.
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E. coli (DK1 y LE392) ninguna de las nuevas transformantes mostré actividad. Se
realizd nuevamente un mapeo de restriccidn con tres enzimas: Nco |, que corta en ef
plasmido; Sal |, cuya secuencia de reconocimiento se encontraba en dos sitios, uno en
el plasmido y otro en &l gen de alfa-amilasa y Cla | que corta justo a la mitad ef gen.

En la figura 7 se puede observar que en todos los casos, el pLZ12-amy obtenido de
ambas cepas de £, cofi, independientemente de que se les haya metido plasmido de
L. factis MG 1363 o de L. lactis IL.1403, muestran e} mismo patron. También se puede
observar que las fres 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. lactis ni en E. coli cuando esta attima
fue transformada con el plasmide obtenido de L. lactis.

Para identificar qué partes del vector construido habxan stdo eliminadas fue necesario
hacer doble transferencia del gel a filtros de nylon e h‘bndar con 32P dCTP utlllzando
como sondas el fragmento Pst {/ Hlnd i1
hibridaciones se muestran en la ﬁgura

una posible’c
geles ™ asi com
probada

En. la fi gura
enzimas.Taq 1,
Cofi.
solamente ‘encontrabamas un' sitio c mds, Taq | se escog»o porq
isoesquizomefu deCla i, tenia dos sitios de corte enel plasmid X
encontraban en el rephcon Sal I tiene un sitio en"el vector’ y: ot
amilasa y Nco | tiene su sitio de corte en ef gen de clorafemcolﬁ Lo ]
permitieron “tener. un mapa de restriccion de( plasm)do ultante.
sucedados se resumen en la figura 11, :

s observados
Los:eventos
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" Figura 7. Anéliéis y-digestion: dei . plasmido’ pLz12-amy obtenido ‘de L. “factis
L1403 y MG1363 y retransformado en E. COII cepas LE392 y DK1. C4q pLZ12-amy
IClal. Cz ‘IL1403 / pLZ12-amy/ DK1 (IL1) C3 IL1 /Cla I C4 IL1:/ Neo'l. 05

ca IL27Ncol. - -

*IL1403 / pLZ12 amy /. DK1:
retransfo‘rmadp en E. ‘coli DK1."
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Figura 8. Hibridacion southem del DNA de ios plasmldos mostrado én 1afi gura g
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Figura 9. - Hibridacion. southermn con el cromosoma de L. /actis L1403
transformado y sin transformar con el - plasmido plz12-amy. Digestion del
plasmide obtenido con diferentes enzimas de restriccion.

a) Gel para hibridar.. Cq:Lambda Eco R/ Hind Il C4 1L1403 Cromosoma. Cg

11403 Cromosoma {Eco RI Cs lL1403 Cromosoma (celulas electroporadas solo

con Neo | 014
b) Hibridacién contr
¢) Hibridacién. contr:

a-amilasa de B.
licheniformis - S :
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Figura 10. Hubndacxon southem del vector pLZ12 y el gen de alfa amllasa con el h
cromosoma de L. /actis MG1363.- . ... e = ;
»a) Gel para hlbndar Cq1 Lambda Eco Rl i Hlnd lll

(72 hrs) Eco
(conlrol)
b) HlbﬂdECIOﬂ contra € Ivec rpLz12
c) Hlbndacxon contra el gen de alfa
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Fig. 1. Resumen de los eventos sucedidos en el blésmido pLZ 12-amy
desde su . corsiruccion hasta su transformacion a L. /acys.
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La construccion fué estructuralmente inestable en L. /actis ya que el gen:de alfa-
amilasa fué eliminado del vector. Ademas se identifica un smo Cla'l, que no se-
encontraba originalmente en el vector y un sitio adicional Nco |, jUStO en’'ia zona de
delecion del gen de alfa-amilasa por lo que parece que fueron formados en el plasmldo'
al ser este modificado por la bacteria. g AP :

pMG36g

Después de lo observado con el pl.Z12, se decidio  utilizar el
cual, ademds de tener un origen de repllcacmn diferente {|
fas sefales de un promotor y un tenmnador lactococa

El pMG36g es un vector que se presenta en ba;o
ademas es dificil de purificar, sobre todo en grandes ‘cantidades {como se mencnono en
materiales y métodos en la extraccién siempre’ se’ arrastra’ DNA cromosoma( razon por
la cual se probaron tres diferentes técmcas de unrcac
O'Sullivan - & -Klaenhammer "(1993),- pero nunca

sabia que la entromlclna (el marcador de{ plasmldo) nb es i
usado para aislar transformantes .en mlcroor anis! [¢]
e posible: 'ansla'r
table'y se pudo de

sus secuencias promotorés onglnales 10 y -35 Y se’ espera use el prom

lactococal y
que incluy el’ vecto P

En ambas construcclones Ia secuencua del peptldo hder del gen de alfa amllasa se4
mantlene lntacta : : : o :
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1) pMG36g - amy,vi“cén's'trugcién con el promotor del gen de alfa-amilasa.

E. ‘col'/ LE392 y E. coll DK1 fueron transformadas con dos ligaciones diferentes de la
construccion Eco RI/. Hind 1I1,:*en dos experimentos aislados. En DK1 no se pudo

aislar nlnguna transformante, en cambio en la cepa LE392 se aislaron 500 UFC /ug de '

DNA'de Ilgacmn ' ml de ‘células, de las que practicamente todas tenian actlvldad (Fig.”
13-a), la‘cual’ perdnan facxlmente a la resiembra (Fig 13-b)). Aproxumadamente el 45%
de las celulas perdxo laa i dad en la primera resiembra y el 55% restante lo perdié er; -

e pl asmldo de las transformantes no se pudo o servar e vector
mque se partla dela mlsma coloma que mostraba actlv:dad en:

an(es 1 pg de ligacion / mi de células
mguna mostrd actlwdad y solo en una

restriccion: Eco RI que conaba en ‘el sitio en el que habia sido insertado el geny. Cla |- ’

que tenfa su smo de cone en el gen de alfa-amllasa (rg 14) Ambas enzlmas cortaron E

lo que parecia indicar que ‘tenia el gen, )
amilasa.”; El plasmldo resultante ‘media’ aproxnm'adamente 8.8" Kb, muy. grande para lo:
esperado que era de 5.8 kb;’ pero cuando fue, resembrada la colonla para, completar el
analisis, del vector.se : perdis i
pMG36e. E
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Figura 13. ' Actividad -amilolitica observada en E. coli LE392 transformada con el
plasmido pMG36¢-amy construccion Eco RI/ Hind.Ill.

a) Primera siembra. /-

b) Resiembra de las colonias amiloliticas, en donde se observan colonias que han
perdido la actividad. *
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Figura 14. Analisis de! DNA plasmidico de atgunas de Ias transformantes de'L. Iactrs
obtenidas de la electroporacién de fa hgaclon pMGaG -a é struccmn Eco RI / Hmd‘
. .
a) C1) Lambda Eco Rl / Hind {il.- . C2: C10)? DNA
transfromadas con pMGSGE-amy (E1 carril 9 muestra’
C11) pMG36,. i
b) C1) Lambda Eco R/ Hmd Il X o
que se muestra en a) C8 dlgendo con Cla I 03) pMG3Se amy a) C9 dlgendo con S
Eco Rl C5) pMG36¢ 7 Eco Rt (control)..
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*8e evaluo la estructura del pldsmido de la misma manera que en el caso anterior, . por
hibridacién y se encontré 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 habia sido sometido a la delecion del inserto del mismo’modo que en el
caso anterior. También se puede observar’ que el: plasmldo no;se: encuentra’ en
muchas de las transfromantes de E. coli alsladas de los medios con entromlclna por el
contrario si se encuentra en todas las transfon-nantes de L lactis aisladas. - * -

‘Por otra parte,’ la: ligacion fué directamente’. lransformada ‘a labacteria lactlca en 5
expenmentos d:ferentes de los’ que; se obtuvueron en’ total '500 transformantes. En
estas transformantes 'solo se encontrd el vector, sin mserto ‘utilizando la _ extraccion de
DNA 'total,: porque con la extraccion de plasmldo rio seé veia nada. Sin embargo, hubo
dos transformantes de la cepa ' MG 1363 quie mostraron actividad (fig 18). Pensando en
que el plasmldo fuera segregado se les extrajo’. DNA total y DNA plasmidico a partir de
la primera’ colonia que aparecié despues de la transformacion’'y la resiembra a las 48
hrs’ (fué hasta este tiempo porque’el creclmlento ‘de la-transformante era lento en
comparaclon ‘de la'cepa sin transformar) ““Como’en estas preparaciones no se veia el
vector'en ninguna de las extracciones,. ni de” plasmldo ni de cromosoma, el DNA se
hibridé contra el plasmido y contra el'gen; E ‘coli- hibridé con el plasmide Unicamente,
mientras . que’. las colonlas que; mostraro actlvrdad amilolitica de L. /actis hibridaron
tanto con ‘el plasmido como a figura 19 se puede ver que la hibridacion
es ‘muy:marcada’con:el n:el caso de.la primera transformante en el
carril:11:de las dos  hib aciones’ e distingue ‘tenuemente el plasmido que por el
tamario estlmado corresponde al _vector con el gen de alfa-amilasa, por lo dificil que es
ver el vector, es muy probable que’el namero de copias se haya reducido todavia mas
y probablemente ‘se este punﬂcando Junto al DNA del cromosoma y por eso esta
hibridando con éle T ; .
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Figura 15. Hibridacidn southern del DNA de Jas transformantes: obtenidas con el
plasmido pMG36e-amy en E. colf LE392 y L. fachis |L1403 y MG1363. ) .
a) Hibridacion con el gen de alfa-amilasa

b) H(bndacmn con al vector de clonaclén (pMGSGe)

C1) Lambda Eco Rlled m 03 CB)E coli LE2392 - pMGaee, 010 C12) L lactis
MG1383 - pMGBGe. : 013 b 018) L lactis HMOZ - pMGase (en el carril 13 se-
encuentra la transformanle qua en la ﬁgura an(enor se observaba de mayor tamano)

C19) pMGBSE, CZO) pUC-amy : K e
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Figura 16. Actividad amilolitica observada en E. coli LE392 transformada con el
plasmido pMG364 - amy-construccién Sma | / Hind Iil.

a) Primera siembra™= )

b) Resiembra’de_las colonias amiloliticas, en donde se observan colonias que han
perdido la actividad: .
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Figura 17. Actividad amilolitica observada en E£. coli DK1 transformada con -el
plasmido pMG36g - amy construccién Sma | / Hind Il



Figura 18. Actividad amilolitica mostrada por L. factis MG1363 transformada con la
construccion pMG36g - amy Sma !t/ Hind 11l .
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Figura 19. . Hibridacion southam def DNA de las transformantes obtenidas con la
construccion pMG384 - amy construccion Sma | / Hind il de £, coli LE382 y DKty L.

factis MG 1363 e L1403 con:'
a) Elgen de alfa-amilasa .
b) El vector de clonacidn (pMG36,)

RN .
Cc1) La'rhbda Eco RI/ Hind ill, C3) E. coli DK1 - pMG36g-amy. DNA total (a partir de ;

-1a primera’ colonia que crecio en el medio selectivo para transformantes). C4'y C5)7
. Misma transformante, extraccidn de plasmido a fas 24 y 48 hrs. C6'y C7) E:.coli:
-~ LE392 - pMG36g-amy DNA total y plasmidico (primera colonia que crecio en el medlo' :

selectivo para transformantes), C8 L. /actis MG1383 - pMGBGe-amy {tr s!mman(e ¥

con actividad 1, preparacion de DNA total a partir de fa colonia observada en'la f gura o
18),” C9) L. lactis MG1363 - pMG36g-amy (fransfarmante con ac’uvldad 2, preparacion
de DNA total a partir de la segunda colonia mostrada en fa figura® 18) C10)1 Iac!:s
MG1363 - pMG38g-amy 1. DNA total (resuembra), C11); DNA‘plasmxdlcu de fla -
transformante anterior, .~ C12) ./ L. faclis -MG1383 - pMG363~am total e

(resiembra), * C13) DNA plasmndlco de fa lransformame anteror L Iachsv :
11,1403 - pMG36g-amy. 1, extraccion de DNA total y plasmidico,-.C16 y C17): L dactis

IL1403 pMG:iSe-amy 2, extracc)on de DNA total y plasmid»co '019) pMGSBe. ‘020)
puc-amy :
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Se resembraron nuevamente estas baclenas en el medio de seleccién pero
privandolas completamente de glucosa, esperando presionar o seleccionar a la que
utilizara el aimiddn, atn cuando se sabia que por lo rico del medio podian no hacerlo.
La prueba de actividad resultdé negativa 'y en las extracciones de DNA (cromosomal y
plasmidico) no se alcanza a distinguir el vector, lo cual no sorprende porque en las
bacterias que presentaron actividad tampoco se encontré. Se hibridd nuevamente
contra el gen de alfa amilasa y ef vector, porque al resultar negativa la prueba, era muy
posible que el gen de la amilasa hubiera sido eliminado o modificado. La figura. 20
muestra las hibridaciones, en las gue’podemos observar en los carriles 4"y 6
nuevamente [a hibridacidon del plasmido con el cromosoma y que el gen de alfa
amilasa ya no lo hace mas que con su control positivo. . Es importante aclarar que’en
ninguno de los casos de hibridacion’ contra -el vector éste lo ha hecho con el control
negativo, que es el cromosoma de la bactena s:n transformar.

Se intento retransformar el DNA ol do, tanto en. E. coli como en L. Iact/s sin éxito.
Este hecho, aunado a la hibridacién que se dié-con el cromosoma, nos' hace . pensar
que el plasmido se lntegro o;’en su defecto. 'se encuentra interactuando de manera
muy estrecha con el cromosoma ‘Se’ hlbndo ‘el mismo DNA, por un lado con el gen
que codifica fa re5|stenc1a a eritromicina y.por el otro con el replicon del vector.. Tal

" como ‘'se observa ‘en’la figura,21.la®hibridacion se-dio Gnicamente con el gen.de
eritromicina al nivel del promosoma, indicando una posible integracion (fig. 21)."
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Flgura 20 Hlbndacxon southem del DNA de Ias transformantes de L Iaclls MG1363 -
pMGSGe-amy 1 y 2a pa ir d X

CB)L Iact ‘MG1363 (DNAbtota C10) pMGSG ;
de alfa-am' 153 e 8. IIChEnIfOITnIS :

1'1) fragmento Pst l / Hlnd 1} del gen
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Figura 21, . Hibridacion southen del DNA de las transformantes de L. lactis MG 1363
- pMG36e 1y 2 a partir de las colonjas resembradas

a) Hlbndacmn con el gen de eritromicina.
b) Hlbndacnon con el ongen de rephcacxon del pMG36

c1) pMGSEe ca) L Iaclls M'G'136'3 (DNA total. 14y C5) L lactis MG1363 -
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DISCUSION

Aln cuando ya existen protocolos reportados para la’ transformacnon de bactenas
lacticas por electroporacion, muchas veces la ef cnencm de estos es vanable y
dependiente de la cepa.

de las dos cepas utilizadas, Otros' autores” har M
Aymerich, et al., (1993) obtuvo ‘de 102’

'transformacnon de E coli;
Lla fuerza" osmétlca del medio;

cuando se_trabaja con diferentes especies o cepas’ bactenana A v
buffer utilizado para‘lavar y resuspender las celulas que va ‘a [{ ormadas ,',e§"'f
uno de los parametros mas lmponantes ; B -
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Se habia reportado que el numem 1otal de transformantes obtemdas era dlrectamenle
proporcional a la cantidad de DNA anadldo desde 21 hasta’ 250 ng,”de acuerdo con
_ Wells ef a/.,. (1993) y desde 10 ng. hasta 1 pg segun Holo & Nes (1989) y. Mclmyre &
Harlander (1989) por'lo ‘que se’ usaron en‘la transformacion1 oncentraciones de
DNA mas altas posiblas (100 .y 300: ‘ng)v ta o uestran el efecto
reportado que tal vez sea wsnble cuando S con X nti dades menores

al hacer crecer las celulag
freonina y/o glicina

exponencla) del
antes, durante'y.

Esta construccion’ fue.: transformada A expresada en:-E. coli, ONA plasmldxco de
éstas transformantes. fué: ‘después de purificado electroporado en L lacus con las'
condu:nones descntas en matenale Y m & odos ;
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Durante la transformacion o en etapas tempranas del cultivo de Ias transformantes; el
plasmido pl.212-amy fué sometido a delecién por las dos cepas de L. factis utilizadas,
independientemente de que estas cepas carecieran de: S|stemas de- restrlcc«on ¥
modificacién de acuerdo a lo descrito por Chopin; ef al.,: (1984) ¥y sin; que “el plasmldo
tuviera secuencias homdlogas al DNA cromosomal :

Si la delecién ocurrio en etapas lnmedratas a la electroporacién robablemente una'
fraccion pequefia de las células tomadas de fa’ primera caja ‘de- selecclon I|evaban la’
delecién. Después de la resiembra esta fracco de

ventaja de tiempos generacionales menores

Ciertamente el fendmeno de delecion en pla 05| debe ser mas ampho
de lo que se documenta en ia literatura; : Unicamente existen dos’ reportes en los que.
se menciona: En e| primero la hsozrma del fago jambda no’ pudo ser man(emda en el

plasmide pGKV210 con el gen de hsostat' ina de 3
Lb cuvatus (Gaier, et al,;:1992).- En.

pamcular es muy fi cuente ‘observar de(ecmnes entre peqUEnas secuencnas repetldas: !
o mvemdas (3-20 pb)zque se pueden encon!rar en gran numero dentr

g rephcacmn una etapa en hebra snmpie ya que
formacfon 'dé estructuras secundanas inestables,

En L Iacas no'se nene evndencta de ninguno de estos fenomenos o qu i se‘sabe es ,‘
que los plasmldos pSH71 y pPVWV01 ( cuyos replicones se utilizaron, enia ‘canstriiceion -
de fos vectores pLZ12 Yy et pPMG36g respechvamente) se rephcan por cu'cu(o rodante
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generando intermediarios de hebra slmple 'y ‘multimeros - lineales ' de -alto peso -
molecutar, que podrian tener el mismo componamlen(o que dichos intermediarios en B,
subtilis, También se observd que “la’ presencia - del”inserto - volvio * al plésm|do
indetectable o practicamente indetectable en geies de agarosa quiza por dlsmmucwn :
del nimero de copias del plasmido, otro fenémeno’ que ya, habia'sido documentado en
B. subtilis {Grus & Edich, 1988} y en lactis (Klewxet “ef af,)’ 1993) - Sin embargo, el

retransformar este plasmido a E.:coli -6l numero ‘de’ copias se mantuvo; lo:que: nos:

restringido al vector en si mlsmo

competencia natural, fo que |mphca que toma el DNA del medi
mientras que la transformacnon de las, baclenas lachcas es'po

, sin ser venf cada en & col/

e aproxlmadamente 500 transformantes, ‘se -

cai. En’ ningtina “de- las 'dos transformantes se
en; ge(es ‘de; agarosa, pero_si fue detectado al
;:ontra el vector.- Por fas técnicas convencionales

perdieron fa” aclxwda ‘se pueden considerar dos factores determinantes: la expresnon :
de la amilasa pudo causar la muerte de las células recombinantes, al ser 1a produccién:.:
de esta enzima una exigencia’ ‘metabélica ‘muy grande, de tal modo que a ja resiembra
las (nicas* células " qu daban wvas eran: aquellas bactenas que reconaron el :
plésmido. X ; : e
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En geles de agarosa nuevamente no se, detec(o el DNA plasmudtco de las
" transformantes resembradas y el extracto obtenido” no transionno ‘ni-a Ecolinial,
factis, ni para la resistencia a eritromicina, ni para la actwrdad'de alfa-amﬂasa a pesar
de que las transformantes conservaban al menas la .resisf ia” a| ‘antibiotico;  por lo -
que, se decidid hibridar contra el gen de alfa-amtlasa par ver 'si habia sido’ ehmmado"
o' solo madificado; contra el gen de eritromicina’y com b ongen de rephcacu:vn ael
vector. Unlcameme se abtuvo respuesta posmva con ‘

mediarios.de:hebra simple,”
n especial cuando:

Perez~Mamnez et'al; (18

factis para: seleccconar' t H

contenian promo(ores :sefa exponamon une que permitiera la expresion det
S ) ste trabajo no se estudia la estabilidad de la
construccion, si s‘ Ita’el drastico’ efecto de las sefiales genéticas en la produccion
de esta enz«ma :ya:que 650000 .fragmentos que prueban solo uno permite ver
expresion del gen El andlisis de fa’ secuencia del fragmento seleccionado no indica
ninguna’ caracteristica espemal,‘l ya'que se encuentra consenso entre el promotar
aislado 'y los promotores generales de.Gram +. -Los autores no intentaron definir el par
qué se requeria este alto grado ‘de especificidad para poder ver actividad, es probable
que en muchas de'fas construcciones que se hicieron, se hubiesen dado deleciones y
ser esta’ la causa por !a que no.-'se vié expresion, de tal modo que el
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problema fuerala inestabilidad de la construccion, probablemente dada por el gen
mismo,’y no la expresién como tal ya que otros genes heterdlogos han'sido clonados
con promotores lactococales e incluso con sus propios promolores. sm nmgun
problema aparente.

Para poder discemir si es el gen de alfa-amilasa la fuente de la inestabilidad,’ sé
deberia clonar otro gen utilizando los mismos plasmidos y los mismos sitios, aunque es
evidente que faltan una gran cantidad de estudios que involucren el componamlento
fisiolégico y genético de estos microorganismos, antes de que se ‘puedan manlpu'ar de'
manera exitosa.
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CONCLUSIONES

Es posuble la transformacion eficiente de Lactococcus Iact/s cepas’ IL1403 y MG1363~
par electroporacién. Los factores mas criticos son el medio” de electroporacion, la
pureza de! veclor y la presencia de debmtadores de pared que " no; afeclen N
marcadamente fa viabilidad celular, ; . .

De las construcciones realizadas las obtemdas con el plés
y establemente mantenidas por E. coff, mlen(ras que I i

expresadas pero inestables.

clonacion de genes heterélogos.

El gen de alfa-amilasa fué clonado y ex ) es: [
promotor y un terminador lactococal, La construccmn
probable integracion al cromosoma del’ fragmen! !
resistencia a eritromicina. :

El inserto de DNA, en este caso el gen de alfa amn sa;
ocasiona la inestabilidad de los plasmido: utilizados
inserto, pero si podriamos notar que estimula la presencia de mtermednanos inestables
en los plasmidas usados, que para replicarse utilizan el mecanismo de ccrculo rodan(e

&0
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APENDICE

Electroporacién

El electroporador tlene un capacnlor que genera un pulso elec vco que cae en forma de
una curva exponencial. El vollaje del pulso Ilega rapa mentg ‘aun pico de volta]e,f Voi-.
que declina en el uempo de la manera descrita por la ecuacion; ’

entra_entre. dos
electrodos es: e

{ec. 2

En donde V es el voltaje aphcado a traves de Ios electrodos que se encuentran
separados por un distancia d. Como los electrodos se encuentran t‘;os E dlsmmuye
enel tlempo con Ia mlsma cmetuca que Vi g . ;

pulso se det‘ne como

‘ec. 4



Donde: T es en segundos R la re5|stencla en ohms y C ‘la capacntancua en faradlos

En el caso de la: elec!roporaczon de bactenas hhzan campos “eléctricos - muy
grandes y. vollimenes ‘muy pequenos lo que resul en una densidad de energia muy
alta,: que puede provocar .un arco_entre los electrodos.’ Para eliminar este riesgo parte
de la“energia‘es desviada’ de la”muestra’a traves de res:slores con lo cual se
dlsmmuye enon'nemente Ia p05|b1hdad de tener un arco. : L
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