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~y ................ ,, ... wto9't1 •L ~~-E. ca/I. 

Rl!SUMEN 
Laa INK:teriaa IM:licaa ..._ - - petea<:ial para - Ulllizadaa - --· de 

_...... - de .,.__ -- - ....... .-ica. La• """'ªª de 
L<rlollacll/Ma ......... _...,.,... v ........ p......,_ ~- -· 
lüdn>lllica• .,_ amlla•a. - tu ...._.. de -.. INK:tariola 16c:clcaa. L.-,.,,,._,llha 

_.,,.._ • aU1ó a panio" de ......,,,_ aarfcolaa. udliza IJ-plKtoaida• pan 

--.r ....,._ - --· de .,.,.,_.,, a - .... -yoria ..... lic:tic.a, 
__ .. __ fi>W.P,._.-......_y ....... --•-a. Els•de 

JJ-plac:toaidaa. ..-,. - ... sido Uli1iaado - éldlo - otro• --· de c-oióli. 

P-• ele - -- lácti<a - L. _.¡,,,.,.,.._ podrú - utillzmdo -
_,,,_..ele ...... - •la,,,__ de v..,._ para bacc-• Wctic.a. 

Por lo que - -· 1n"'úo - prel- adiar el 11en y realizar una carae1eriración 

.,-... - - •o.- ... eróloso - &clwrlclrla coll. e- -• p._-o • 

-•rvyó- - • .......,., de L._,,,_ - A-11110 - ,_ lltulo ele 1.9 x IO' y 

- - eflcle9cla del 79%. Se ilofilcló la <:ep• E. coll VI079 l.ac:(-) y• •ialanlll la• 

placH de liaia - aclividad de JJ-plaeloaidau CD pre-cla de X-pl Se de1ee1aroa 14 

, ... ...._._ .,_ diclaa actlvided. E-• al -ar E. coll JM 101. 103 y 105 1am11Mn 

producea eetividad • emt•• cepea. Los &•o• ~-tes coat•• Ílll9Cl'lo• dnde 
4700 pb .... 11.127 pb. l.o• perfiles de corle __ ..., banda• CD co- mtre 3 -ea filaoa 1.ac• y por lültrida<ioaea .. "-•ró que .,_,--. - COllllÍD un 

h_.o EcolU de 2.060 pb. Loa lb-lo• dlaerido• .,._ Eco IU -diente• a 

loa iloaerlo• de loa filsoa Lac• - mbc-edo• CD pffC79. de .._....•...,._las 

--pffCH y pffCE. Se .,.imó que hay wo fta-•o de aprox. 5.231 pb CD 

pHCH. que -- allloa s- l. Eco IU Bl!I 11. Bam fD e Hilld 111. puede codificar 

pan la ..n- detectada por PAGE-SDS. E•a enzima reauhó aer parecida. en c.,....lo a 

peso molecular. a laa repon ..... pan Stnptacoce#3 ,,,.,,.,,,.,,,,.,,,... y L<rtobacllltu 

bMl-ICll:ll. Taml>Wn • ob...vó la pénllde de la l"ellióa de reai•CDCÚI a lelnciclilul y el 

sido COS. c:omprobado meclinte lllibrid9cicía. AJ trud"omur coa e••• f:Clll•ruccionea 

.,..-- activid.ed de JJ-plactoaidaua la• cepas E. coli JM 101 y JMI03 a peur de la 



OeMcMtiay .............. lt .... ~ 't .L.,,,,,,~•E.col' . 
..._.. .. ....._.IPRJ ............ ......,....... ..... ______ _ 
..... PAOE·SDS. ._--...,.. .. ~ - _ ...,. .... ,,_ - apro-..,. de 

133.05 "°"·· ........ - - - -..-w... ... -· - .... ........ 
illll1k .,.. .... 7 

f 1 ... pff ....... ,. ••••• , ..... áplilm ............... CDBMt .. 

dlculo•-· ...... Ka,.v-.1. .. -• ... --...---
1_..... 6pCillla de 45"C .............. -lvided de P.plllce....... de L. 

--~ _..,.. _ 40 "C._......., .. _lvidMI _E.""'' - --· 
......... c.aiw >' - 50"C • ...... • 8divWM. - e-to - L. _,_...,.. Y ... 
_...._np-8C:Civiüol. L.aCCM...._ .. ..,._.. vlllornde Km y v-x 
_ .......... _ ... lo __ ............ - . 

• 



ClolmciOll y.,.,..... ..... • p ...., i * • L .,.ylavonu .. E. co/I. 

INTRODUCCIÓN 
.__ t.Kt-• IKtka• ._ eldo utuiz...e • .. .-.icm .._. ...._. "'81oe. 
~ ... ......,,__,,_ ____ oe~pa,. .. ...-

ea-•p- loq_ .. ....,.._ .. ~--fielolop. y.-.,.. priadp-· -...-. .,... .. - ---... ...._...-... ""'.... Elo .. 

.- '--"- - - .,... •• lllÍpÑ:a• q- putidp- - -ac:ioeea V-- t--.a.. y - p..-_ la ut- de IJ-pladollida• pa'8 .. 

....,..._... ... -ou. Ea - ... .,... ..... Lact~ y'-,.,,,_,,,,,.. - -
,........... • lllÑicts IM:teo• tim- p......_cia por la utiliacióe de .. P.p.. 

_.-ollida•. Aquemae cepe• - • ........,._ - medio• IM:t-• ._ tealdo 

....... ..-.. - In impW- cnccr - medio•-· y 11-- ....-to• ele 
aJs-o• .-uácldoe - ao ......... producir,• peut ele tenas loe•- P•,. elk>. Por 

-o - IM-an ... .,... •• ele 1.ac.-111,.. que.,._• -•cH. .. vqOltalea, 

•• requerimieato• no 90ll ta •:da-••• y puedea aer utillzacb• • •llll'V•• 
fenneatacionea. A....... .. cancterüación de •• activiclllde• enzimática• sientan laa 

b•- ele otro alpfl:to &lolóaico ea bacterias 18ctio:aa poco expiando. Ea -•• cepas "° 
mc:ueetna .... ele illteris illcluetrial y a•ético t .... conx> hiclrolll•• y -n:Moree 
amétkoa au-tn ea la• cepas proveaient" de medioa Mc:ticoL En L. amy/O\'Onl8 11e 

laan explorado e91e tipo de actividad" enziaúitica• detectándo• ........ ._ ptN:tinaua y 

P-placto-... E•• úJtma - ao ea ftecueate •tre ... cepa• illclu•rilllee. por lo 

que p_... - utilia4a - .. e<m•rucciáa de velúc:ulo• ele cloeacióe. E•o• velúculoe 

pueclm f"acilitat .. -ti&aciáa de cepas 1.....-onneda• y la utilizacióe de ~· en 

procno• dntiaadoa • la produccióin de alimentos o productos famucéuticoL 

El -nollo de vectol'CS P•,. la tr-úbmulcióa de bacteria• 18cticas p,...ta 

dificultadee ea el -oc-to de -•In p•rs .. e"Preaióa de a•ea (V- de Gucltte 

y col.,1991). Ea iror cato que - prcfCriblea loe aeaee homóloao• provaúeatea del 

mismo séacro donde 8e pretenden utiliz.ar e•o• vectores. pua •8e8Uf'U .. expre.ióa y 

prevenir ... posibles .-dificacH.ee aeaétiCH e inco-atibilidadee p .. mlidicaa (Cloopill 

ycol., 1984). 

9 



C..._...y ............... p.. ............. L. -yl""°"1M'•E.coll. 

La - ... - .. IJ-p-ollillau - E. <'Oll _,. ...... - w 1Mjor ..__ .. la-. .. ..,.,.. - a pulir .. L. --· L8 _...... .. .,__.-....... --·--•Mdk:.•-"'Va (~ay~-. 
1992). ... .....,.,... .... --.... - .......... ._.. .. Lac-11- .... 
~----E.<'Oll. Ealoa ____ p ... p.plac:t......__ 

llact-. Mctk:aa • ....,_ 2 - el - lacZ y loa - lac L y lac M. E•o• 

•-- • imcuw .... loc•llar•DS two - el .:romo.,... como - pli..-..,a. El a• ele P... .--.. •L. _____ .. _______ Lacde 

-· 16ctk:aa • ... dncrilo io. ~ de _.... - éola• y otnl• 

....,._. - E. ""'' y c .. 1rldl- ..,.-.,,,11ct1M. o..1a 1a llilaililud de io. - de 

llact-• --..a - E. <'Oll • ._ - al - de P-aaJacoolidau de L. _,,,,¡°"°'"""" 
•-P ......W. ......... y.,_ lllillfWadáll. T-. _.al cuac:l..U.0.. dido8 P

....... ollidau - p..-e ~· m - p"'*-ro• de adividad y .. ~ 

-filndca. s. p------- .,._._ ........... L. _,,,_ 
.,-... - _.. .. E. <'Oll lac z· dlften • ... prop......_ ·-y llioqufmlcaa de 

otrH p.p!actollidau• de INlcteri.ma láctk.a y de E. coll . 

• 



C...._..y_ ........ ..,.. p ..... arl ..... L OIR)'lovort18- E. coll. 

ANTECEDENTES 

C?mwmM ..... de --·lic:tkaa. 
Laa 1-:tmiaa 16c:tic:H ,;..to - el _-.. /lacllha ~ el - de i. n- ele 

Cl-trldl- ele --· pun po-•a. • -o - i.a bi1Wob8cteri8a, jomto e:.. 

--.... ~ .. .._.. ._ ·---punpoolliv• (s..d<-- yc:ol. 
1983). Ea-o -i.a ltec:tniH l6clic:.8•---...de i. fton --de .-o• 

""'4o• y - ..-. .---. - e-.- ele -•oa. i.a bifidoNc:terima -

..-. del •-leo del-. y_..., • -·• 1.-•---o• 
,,_.......,._._...,._.,~ 1982). 

La• .......... 16c:tic:m• - .... Ullliz8do - .. pnp..-.c:ióe y • ....,......_.º de .-.o • 

..... lo•...._._ Muc:luo• ....... - - deriv• ... •Kooic:8• utllizadll• ·-

.. - ......... - •• 8000 do• ...... _ __,_ de -o• (St- y Oalil. 1992). 

Los .ii.-oa --. - p.-.:Co• - • .,- .,._ 11111 ,.--..... ele 

--. - -do dldoo• ....._.º. - ..... - ....... de -erimln -· o 
___ ._ Dunuote .. _..,.,.. ....,._ propleobdea .,....,.-;.;.. ele .......... ---· .. -. .,.. .. ..,. y-·· debido ... •c:tivld8d biolóalc:a ele lo• 
~· que • - .... ..._, .. (- 1990). Ea la tabla 1 

ob...,,,amoa que la• baetniaa llddoMctk:aa pank:ipan - a11111erou• fenneatacionea de 

•-•o• pnrv-.n de -- •pfc:o .. a y .......... , .... c:o_,: vqetllln. .,......., 

.,....., y dlf"_,n pl'Odu<:tos Mc:t-• (V•.- y Kok. 1987). Las bac:terima Mc:ta• 

uamdH - la pnpumc:lón ele •-toa f-doa y -W.• pen-- a loa 11álero• 
Lactobacllhu. Lac/OCOCCll6, U*""'IOSWC, P..di~ y StnplOCOCCIU. 

La COllVenióe de carbollidnloa a lactato por la• ba~eria• 9'ctkaa 11e coeúdera como el 

- de tem..1ac:ióe m8s 1mpon ... 1e - la iosdu•ria de .-1oa. La• 1-:teria• 

Mc:taa pnrv- la llddlfkec:lóe ........ ,. la tenmnt•c:ióe. y e•o -11• el c:nc:lmienlo 

de mic:mo--• que p- ......... pa1ó11-o• pan el •omltte. TIPllbléa ea 

m.on-•e la utiliracióll de microora-üanoa ao pj1oseaos como bo~oa de ecnes 

de interés iadu•risl pUll .. utlllz.ac:ión ele los pmduc:tos obtenidos • p•nir ele ellos. 



-
C....._... y .. ~ ...... dtp........-•tmdt L. ... y/OWJf"Kll'• E. call. 

-
........ ióa ..aotktica. ·----,, ........ nua. 

.._..._,,_ 
LaclolN#:1ll- 6"'11..;cw. 
1.oc1o11wr111.. 1wm11no ..,,.,_,, 

Caavenil6n ... l..:tola en lilcido -...--·-· ·-· -........... 

-·-·----

J ..... I. LactoblXlll• . 
ocldapltll... Strwpt°"""',,. 
1~11 ... IOC'lococcta locli•, 
lactococc1111 ~ 
L. llX'll&, L. ~ . .,, L. l.:11• 
swlup. dl_..tylacli•. 
Loctnbocm.,. INW.llc• .v 
IACl~lll- cawl. 
L. laclU. L. cr.lflllHrri•. 
L.ltaeli& ...,,._ dla&fll>'loctia. 
~....-.... 

Lacloha:lll• p1 .. 1..
Loc1o1tocm ... JIPP· 

Ptalealiaia. CClftV9nión • ~ ___ ieo,,~---C~dt lm:IOU-lilciclD 
_,,.,.__ __ _ 
Cmmtnk\n dt lmicerea - Sido 
l*:tico • illlUllicióll ... 

c:ncim.ieltlo .. ~·-. 
L ot:ldopltll•, ú:K'lohoc'11WI tt.leni y ~. 
~cw. L. ~l. contribuye al lllllunollo del ..... 
Loctoboclll• cld"VAhls, L. tralt#. y produceft ~- ..,. 
Lodobocll/11.S hrwvl•. inllillir crecimiento di ~ 
Loctobocd/11!1 bllelnt.rl. .......... 
LoctohacJll..... i:•lloblo.nllll, J_ 
p1 ... ...,,,,. Loct1Jboc1llw 
J•lbtrlJclUI Loctobocilltl!I 

! ....... -.-,&-g, 

L.,,,eiwntnvNJe..•.L. plantart1111. L. 
lw#'\•i• y Strept~orc11.'1ff#Co/is. 

Moviliución .. azúcar.a ..... la ---··--· 1 __.___ 1a a1~ •ta ..mua.. 
L. ....,,.,...,.dfu, L. bPVVt.<r, Conwnión dlt ~ en 
J.octoboc"1t111 col"1to4du. _..... láctico y -*ko ........ 
l.actobaclll'#!6 fnwt~I-. L. ~. clisetiloy ~que 
ocU;/opltllllS, 1- CGJWI. L. IOC'IU, 1- ltlCfWtlllllftta la .cidlltz de la pulpa 
p1,...1,...,,,, Loctoboclll•• "'ali. L y • diiftnMlen a la ...Ulla 
b11•ortcld' nalZ...-el ...... 
L. plont,.,.,,,,,, 1- hrYVi.-. Conwnión da aauc.rea a SMID 
IAaetobtrJll1ut aa.'IMrl. L. Uictico y dl111tinucián drMtica dal ,.,,,.,.,;cus. L. cvrva1.,,.. L. pH del tnedio. 
acldopltUM.'11. L. a..ylavtwto • L. 
•~nt~roJJ~s. y ,\'tnplOCOC'C''ll# 
hcJvt.'11 

_ .. ___ ... _______ __ 
.......... ··- ..... ... .. -.-c.w. ............... . .. .-...... --Se ....... _ .. _ .. _e_* 
~ ... .......--~·· ..... -...... • 



C....._..y .............. P ... •rt 'Car •L-y/~•E.call. 

- -o la•--. M<:ti.: ... jlato .,_ laa lev-..a. - ... --..i-a w-éo• 

para -•tipo de ........,..._ .--i.:.a por - .,_....._. - ....-i-• 

<illAS (a.eral ---•• Sefit)o de ....... ...._..,io para el--· 
Laa cepa• de baderi8a 16cdc8• que ~ V4189taln 1-.. ..., • ...._..,. 
-ricioa•lea ..--. •• • lao cap•• p........-t .. de - ...tío láct-. lacka80 "'-• 

VÍH -llW>licaa - - --- ..-- - ...._ .. de laa capaa de 

--1'ct_.. Mudla• ... -· .,..... p-~ ... --· 
llldrolltlcaa. prillcip•-• la8cÍll ... polluc8riclo• .,_ .. • v._...ie.. Laclollacllhu 

bw:-rl ea capu ele..._ •• ....-.... y xikJu ( Wood,1992). AJaumaa capa• de 

--· lktk:a• .-.. .. ., • ...,.... ... ..........,. -t-• p-- (bacterioclu•) 

... - .,....._ - la prnervacióoo de ... .._toa. • t- - - • ... 

.,......, ....... quinlic:oa. Se .......................... ·-· - p-_.,.. 
inllll>idona del c:recimiMto de "-ao• ( Blltlalo y col., 1989). 

Lll nducciáe de pH y la ..-íóot de ......... _.._ de uúcarea ._¡doa para el 

~o de ... cteria• Uctk:a• - accloe .. p-• pu• la Wliloicióa del 
~to de otro• m1croor.-i-a. Liia bacteria• 1'ctlcea .,- t ........ 

otra• -.:la• - --· C8Midadea - - iBloll>iclona de la pro- de otro• 
~ Eaue eBoa el peróxido de loldn>Bmo. el clúi-ilo. el lolpotiocialto y 

.. ..-eriu (Deellcllel. 1989). 

A la• bacteria• Wctk:aa • lea 111..-yea cierto• bemellcioa p .... la ....... El 6cido Wctlco 

.. m.ora-t• para el _,.•-al filcililu la .U.- de la• prot-.a de la leche e 

-.ere-tu la allimilac:ióa del calcio, fOafuro y falerro. Entre loo -.&ioa • la ukad 

otorpdo• por el ,,__ de •-to• r-tadoa por ... cteria• lktk:a• ••' la 

dismiauc:ióe de tra•omoa .. •rointntinalea y • •- reponado t...,_: ac.:tividad 

-ticanceriama (Boa~ov y Dalev, 197!1: Euer y col., 1983), ef"ecto 

-ticoleoteroWmico (M-. 1977 •y b), depadacióa de nitro..- (llow!Md y 

Cinuo, 197!1 ). deurrollo de -oco_.aeacim (S-e y col., 19116) adem6a de la 

curación de ncoriacion- .,. cúcer de piel, infeccioan oralea. ec- y reducci6a de la 

caries dental. 

.. 



Ca-.cw.y .................. ts-... a 'C •L ,..ylovorll.S•E. call. 

La 8Plie8dáoo .. ...,. ..... ...,..,. • ._ ....- .. - .. - .. - .. 

._...._ ........... - - _......_.,.. -· --- ._.....y-.... 
(-.1992). 

1 I F ' 'M & 

Ell - ·-- -....... -- - .... ·- Lacto/Nx:l/1- ...... -....... ..,..__. •. & .. .-2 __ ......,.. ____ po_ .. _ 

-. ... ._. .. .,. ... _......., ____ _..y-.-
____ º (~ yWeiu, 1986).Lo•----·....-.
b.alo9 ,,__ - - .. - --.......... - -- y 
-- .-... pera produ<:lr 6c:ido l6c:tlco (Fru:ier y w-n: 1989). Lo• 

i.ct-. - ...._ - do·-·= --lv-.. ..-.. _ .. 85% 
de icido llK:til:o ...... .....,.,... o ---•ivo• lli p......__ ......... de 6c:ido 

lic:tleo • ..-. diKdllo. --· 2,3 ---. -•w.lúdo y /o 6c:ido Kélic:o 

(SCUr y c:ol.. 1981). La p...-c:ia o •-da de .. -- 1,6-llltb-o eldola• .. 
...__de .. _.,.. --1o- y ll•erof-ativo•: lo• lo•erof..-9tivo• 

•o---·--- -..o .. •pua--••Y..-o•H 
("-'ller. 1983). 

Se loa vbto q_ .. ._....,...del-.__, de~- - -- a ea-• de 

pll. -do• a.i .. aproduc:toa ... ...._ Lo• .. ctobadlo• "--ativo• pueden _--.,..,__ __ _,__de alcalloúd8d(T_8 _ M_. 1993). Lo• 

lioct-cilo• t- eflcleat• rutas de -ación. acoplada• a fusfiJrilacióe por 

-rato. Not- -6Jddo .U-u. catalau o --de citocroaM>spara realizar 

i. fullfi>rilacióa oJ<idatlva y po- - - 8avtn oddau. perc»Ddaaas y_..,.... .. 

p-lv• para i. remocióe del radical -eróxldo (Kaadler. 1983). 

AJsuno• laetobac:ilo• nquiena ........ .., como cof"actor para lo• -. ...... cwzimMko• 

como .... dato clnlúdrogcnaaa. llNA potimerau y --~-.. alli ICOlllO pan 

remover radicalea mperóxido y par• i. depadacióa de peróxido de hidróB•O 

(Ardübald. 19116 ). 

•• 



C...._.._y.,._.......d91 .... deP· ............ cleL.""'Yl°"°""*enE. n>t;. 

~ M ...... 111 Tlpe•--16a .,.,...,e_ -· •G• 
Lac- ·-º..._. ... -~a. "º Si --- .......... 4.,...,.,. ---ª· "º Si 
U-toe ·- .. ........ __ ...__ª. 

SI Si ·-1,ac,_,,,_ ---- ............... w •• No Si. y...._ ....... L ----a· SI --&c:ultllli 

"ºª B~ter,_ .-. y ....... ..._..i.r •• "º "º· polimortiaa ...... -· -riel-Se.,- laac_.._.._ .. __ •-
-s ....... ......._ tlec l':wt ·a-iiill:llz•llC...-... 
- M - de_,__ - llcw. - a:. lorl-.. .... e ••a _ .. ..,_ _ _.. ____ .. .,..__ 

1 lcllcpasuaNAD 11 C ...._..CO..c-zc....-.:u_....._ , ... ····~--C:•A. 
Leer lar,._ • ...,...._.. 

Lac,_"1t0 _l.,._ tlae aUlado ..... ..._.uaoa de c:eoealca. E- bac:teria-. 

- ....._ •• corua. produc:e icldo lic:tlco y -uellH e-Ida.tea de icldo ac<itlco. no 

- pa (CO,) al ~r la slucou y - •esathr•• la• ac:tividadca de oxldau. 

catalau y de .-ión de niCnlCoL Se .,_llidera co,_ -· bac:teria lic:tlca 

ltomoier-tathra. crece llalla lo• 45"C. oia etnbu-eo no lo ltace a 15"C. Al--· 

la 8'ucou pr- - men:la ntcémlca de icldo lic:tlco D y L - proporckmco iaualcL 
El p..- de coat~ de _. y cilooiDa ea de 40.4%. las colonias crecida• ca 

apr •-- - aopec:to blllaco. opaco y c-vexo. Ella cepa ea .. aceptible a la 

pr-<:ill de SDS al 0.4%. NltCI al 8% y crece bajo -dlcioaea -aeróbica• - - pH 

de 4.5 a 8. L. Qlffyl__,.,, requiere de lo• icido• paatoténlco. fóllco y alcotlalco. 

ademia de n"boO.vlaa para ou crccimicato (Nakamura. 1981 ). 

ti 



~yn~ ..... •Ppl•tt '1 n•L._,,¡owww.s .. E.co/1. 

Muclto lllct......,.,. .,_....._--..o - ledoe -·-· S1m ......... nta 

-- - ..,-.,. - ledoe .... - - lllctoltlldloa --= '"-:IO/lacll1-
_,.,,.,.,_ (N.._. - Cruwell. 1979) y '"-:tobacll/1118 -lloblot11118 (- -

Cllaknbelty, 1984; 1987). La - de L._,,¡°'..,...... NlllllL-B-4540 - p-• 
pl6-• .,__.. - • - .................. p..-ill .. - pl6- crlptio:o .. 
8Prorir9d·--te3......,anadebaw (a-.. ... 1985). 

Se ... ...,__ ___ ----------_.._.... (-y 

col. 1991). -·-- pH ...- - 5 y 5.5. ,_......óptima de 60-65º C y 
.. pno ....-..... • ..,roxi-t ._.. 140 KDm. ( ~a..._ e lmam. 1991. 

C••- y col. 1993). Se ... - y.,.....- el - de a-unileu - EM:lwrlcltia 

co/I y '"-:IO/lacillu _, (pLPCIU) - - ~o de 6 kit ( Ion y De Pua1a. 1993). 

E•••- de a--• de L. _.., ........... ---·--do e illllt ......... -

'"-:to6acll/MS,,,,.,__ (~ay col. 1994). 

P••hlala•'dl'H (E.e. ~.2.1.2~J de&..ss111.. 
La p plllctooideu _, coallidenode -tro del - de i.a -..... .. ._ Se-· de,.. _.......,....,_ .. _......._._ ___ .,.... __ ......,...,.de 

116 Ir.De y 1023 __ ._ La IJ-aale<:tooidaM -· ~e .. 

moaoMcúido ""'"--•dude loa.,..._. ao reductores de ollao•cúldoa (de 

_...... ext,..._• doade -· el lltomo de - -- libre) de ,... -• _. ........ - ..... _ .... ___ p ___ __ 

La lectoM (~P.D aale<:topinaooll 1-4-D-..._inaou ) o uúcer de .. lec:lte oe 

p,._g aatunlmmte en ... alimeeto donde .. t:oaamtracióa varia del O al 7%.. 

dop•dleado de ... ~de .. que • extrae. El c:ubóol eaOllllirko libre de elle 

l'ftiduo de ....,., ..... ce de i. i.ctoM ua 8ZÚC8r reductor. lo miomo OCtllTCI ccm eJa-oa 

diuc6rido -.: 11111llou y loa pl'Oductoo de hidrólillis del .-.. .,.,_, i. 

i90Dlallo• a imómero a 1-6 y celobiou bómero a 1·4. 

La lacto- es tnatipOrtacb por una permea• e1pedfk:a. El tran..,ne ocurre contra un 

srlldieete de ~trecióa. t•-oporte oillll>otte •copiado. p•n lo .,..., .. _ .. 

requiere de ua reolduo de Hia 322 pera ., •ctlvided. Eo el llilio •ctivo de E. co/I elli 

t2 



Ooaaciáay_....._ ....... P-PIK1v· .. 1a•L. -y/DWlf"ll#-E. coll. 

-.111e ___ ......_. .. _..- .. .,.......y--s•-.up.. 
.....,. __ ..- ·- 3 .._.,._ -·- .................. 

-i.-tad6a_....,.,,_el....,._o...-Jdt..-.J(<0.,_...._.-). 

CJrsa•-1611 Y-•---- & col#. 
El - ·-8"•--e..,......... .. 91p.....,_.opor1- y M
(1961). ~por--· ....w..c;.a .-;.:.a y lhiolóaicaa. Loa •-ea de la 
~delac:t-•E. coll •-,... ~·-__ ...._.... 

--Loe: 

Z+ ·Y+ A+ 1 ·--.uctunlea 

l __.. .. P-:L ...... 
En - de -- u otro irodu<:tor, la e><prealón de ue •- repalador "r' p.-.,. 
- proa- - .¡...- - ll&úolad •la nPóe _....,...o del_. Lac. 
u - del npreaor - el_....... evita la .... ..,ripcióe por la AllN ............. de 

loa•- .. ru.,...,...... El --molcK:ular operador- represor puede controlar loa 

•- - • -- - e1 - --- <•ccióa c1 .. >. El .i.-10 ··r pueo1e 

actuar - - - - -o c:rorao-. - de<:lr - - ·- ....... . e-·----·....,.,.. ---............ de ...... que~ para .. . 
proa-• iavolu<:nclaa - la ..._.•cióe de •~so• azúcuea ;..,1u_.so la lac:tou, 

- y ---- - .. oa - p-a- - ....... .,_.._ Eote 
- n - .,_ represión por --o. En pre.-cia de sluco•. loa 

aivelea de AMPc - bajos. La CAP (-- Activado•• por catabolilo), ca ua dlmcro 

Idéntico de 210 reaicluoa de amirooicldoa, •une• AMPc - ua complejo que .. _.. la 

tranao:ripcióe de loa - reprimido• por catabolilo (como ea el caso del operoa 

Uc). CAP n ..- nauJador pomilivo ea tanto que el repre&ar loe I ea ua replador 

neptivo. Se u obMrvado que la represión por cat•bolito ea illl....,__te de la 

p.-.-cia del·- loe I (LoomU, 1964). 



Clolw::iáfty ................. ,,__.a.c 1 &11 •L. ""'Jl/OVOl"IB ... E. coli. 

El -- Lac - .......,... _._..t. 8411cióoa de -- 81 -· ................ __ ........_.,.~ .... ___ t.1,6........,.o•.,......_ 

t.-~•t.-o•. T-.-..... os--pat11ilosy-mtico• 

t8ln - el IPTO. -B-0-tlo..,-óoldo, 2-0--ou (~0-0-plac:t .. .._sil 
(1,4) 2 -x>o-....,....-..) y 2-F--ou (~0-0-plac:t .. -osll (1,4) 2 ~2-

-D-....,..-..). El IPTG o ....... il- ~tiopt.ctóllido .. aoeml!ia a t. 

.--.-ftl•-•dep1dodo-t. ~plactosidau. 

Ee p.._i. del ......,..,. t.s prot.-.s del _... Loe de E. coll ~plactosidau, 

pladosidau --- y tiopt.ctóllido t ... - .. , - -•iDdas - p._.,

- - 10:5:2 ._.-1v-e. E- vuiaclóe - -- de ... --
-s!ilüooe-~. Alt--•.,....,_sp....__ alAltNm -

m ·- lac:Z y ocawicwcl 
(lo• y Dnyflaa, 1995). 

te••••-- ea - a w -1 de•-

C.O y a. e_.,..__ __ de '-Zde B. coll. 

El•- ,_ Z .. comportll .,_dos -tos dl•Ílltos que del.....,_ t. - de 

polip9ptidos ..___ - .,......_ .. prolómero .. .. ~----· - .. 
-adoryet_.om_e_r.póa_puededet..-.rpant.-nisdedoa 

péptidos -lntos. Se .,- -•sulr dos -- de arquitKtun c:uateraaria. u 
p-.i c:orrespo9de a t. asoc:iaciótl de ...,_. -..-s P ... ..,._.. el 

protómcro .. 116 a.o. ..... _.. .... •IOdacióe .. ·-- .... ...._.. .. 
t•"-1> de 465 a.o.., t. úllica f"o.- .,_ actividad hidrolltica (~ y c:ol. 1965). 

u --.. .. ..._... por --tadóe dl&erc de t. - .uv...., por -
-llillilldad ................. y ... - . 

El péptido m ( -'º di•al del -ador), tiale t. pl'Opicdad de ,..aurar t. actividad 

ea nutaatea /ac Z-. El péptldo m tiene un peso entre 30 y 40 Kda que .,., ............ _.., 

la tcrccn o cuarta pane del gen loe z. Otro tipo de complemmtacióa que • lla 

caraderizado corretlpOllcle a un .epneato a próximo al operador. Se Ita CllCOlltndo que 

•• 



-•tipo de --acióe ea mia débil - -•ncióll a .. _..._..,_ m. La 

_ ......... ido"' .... allDCWa a - .,__ ................ _ -- a 100 

lula. Loa .,_-.. a y m __ .._a .we.-.. ~·y ........ "°'"'..,-_ 
• .. -..S del tarao del•- -nac:tunl lac Z (~y c:ol., 1967). 

Act1v--•t1ca-1l-9--W•-• •--
Elt nlad6ll al _._,_ de .. P-aa .. Cloaidaaa cto E. col¡ ccm .. -•rato aa ha 

p._.o .. traa--.:la del residuo .... Clou de un p .. Clóaido a - aceptor (c:omo 

a-. OlTO aníc:u o alcalool) ocup-o la p-oaa y el aceptor - .,._ pcHlk:lóll • 

.. -w.:..ta ·-k:a. Aqul el aceptor entraria aólo dnpuéa de.._ aido .--W. la 

.....,. __ El IPTO _. .. que ccmficre protcccióa a .. P-pl8<'loaidaaa .,_ .. la 

lodlallCióll y .. proteóllU que .. iaactivan (Wallenf"ela y Wcill, 1972). La P-.....,.oaidllaa 

de E. coll ha aldo tratada protcolltica..-te con ela•aaa. ccmaervaado la ~ 

-- y .. aClividad lüdrolilica. Ea cambio. el trat.-o ccm q...._ripllilla 

.- dri•ic.-te .. actividlld (Lois y col., 191111). El tetrimero puado volver a 

fonnane - p...-cia de M•,. o Ma 2
• per• que tea•• actividad hidrolilica. ya que el 

- aop...-ta aClividlld eozimitica. 

La reaccióe eazimlÍlica puado acr afectada por diveraoa fltctorea COBM> el pH. la 

................ tiempo de raicciOa y f;Ollccntracióo de m•rato. El pH óptimo de reacción 

.. , - &..cióa del oria-. de la enzima. Las difi:l'eates P-galactoúdaua mk:robiaa•• 

- caracterúllca•-Y diveraaa mo•radas en .. tab .. 3. Por *-lo - ccmoce que la 

P-p-oaidaaa de E. col/ tiene un pH óptimo de 7.o. Se ha prop_.o que la 

bivalmtc• (Walleaf'ela y Wcill.. 1972 ). En relación • la t~tura óptinul de reacc:ióa. 

ae reporta que la• P.,plactosid.us b8cterianas muc111ran una mayor actividtld a 31"C. 

Ea ténnilloa de .. pellO molecular. éste varia de.de 75 kDa para Tlwrmom»ces 

ltu111gl110Stu ba•a 530-600 k.Da de Streptococcru tlwrmophi/11S y Thennus aquatlcus. 

Sus condiciones óptima• varían considerablemente entre laa di•illtaa fbeatea: laa P-
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Clonación y ••presión del pn ele P-~ ele L. Qlllylovond en E. col/ . 

.-......... de .._ ..... y lev•durH tienen pH óp.- .,...,...,. a la -ralldad. 

-n• - - .,_90• n ~ 3.5 y 5.5. La t...,.......... ápl- varia - .. 37"C y 

40'C - levadura• y bacteria-. ha•a 60-65 p•ra ASP'rpllllU y a'-8• bacterias 

.-... La P-.... c:tollidau de T. aquatlcra tiene uaa ,_...... ápl- de llO"C. 

Lat_..,... ~ .. ,. -recho c:o-romüro-n la --..t dela --

~ 
T .......... .,. - .. ,... ll6-4IO" e 125 VWklmer'" ~ 19711. 

... 5 4rC 105 T--w-.. 1875 
Oi..-tcol 

~1111911&Hpcea 7.2 37"C 1351 '**--' w -· 1878. -~··,ce• e.2 llO"C 201 dimen> 1Winctt9z y ce.tillo, 1_, - 10-....d. 
~ 7.5 30'C 215 -.~.1--I!.- 7.2 37"C - -el•ywell.1972 

t___... -·· ... ll5"C --- - ... w -· 1•1. L- 7 •2~5"C Schm6dt "col., 1 ... ---S'tl8pfoeoccua ... 57"C 530 R- y ouna. 1•1: -- t....-..0 - w -· 1992. - • 55"C 430 Levln y u.mrwy, 1•1. _..__ 
ni-nkllll'JICW8 '5.7-7.2 75-80 llUbunl. Fl•er y col., 1886. 

dimen> . ...- ...... - ._.. ...... •p•r• I• P-a........__ c•••rl e4m .. ..._ 
- ... ..- Se-rde---l•c• ...... rfálc• ... -... ........ .,_ 
........ tltmmna.._..•._etK ......... AI w.naS.llwe ,.,.., ...... , · fr 1a....-.•--.. c--E. rolL Lap-a.iac1-.•-.--.____ ..._. _ .. , ...__ c_ oe _ _... _ .. -.e incrcmeBta <:OB la temperatura y la desnaturalización de la enzima por cf"'o de la 

temperatuf'a. Ea a. tabla 4 se mues&ran los valores de Km y Vmax en cli9tinta• p

plKtoliidaua microbiaaaa donde los valores de Km t11e11orea de l conetpoadm a E. 

col/, S. 1/wmH1phl/ra, A.sperg/1111.S ori=ae y Catidida _-.,,,1ca11.s. É•e valor no• 

•• 



C...__ y_ .............. de P·p'sct 'te de L -.y/O'WlrU- E. col¡ . ....,.. .. --iáoo ---º-_,,_..._ ... ....,__ .. _ ... de 

.. velodd8d ............ -· Siplllc• - 111 - - - - v .... _...., 
deiKlll, étut--.a..d8C818111a"" ___ _.....INQll•de.,_o. 

TA8LA •· PAllÁlllSTll09 CINftllCOS - ~4LACTCMl•A8A8 • ....... _ ..... ""'......, 

IOU)lwwwuuu;;:- l80lla --ICAl;'WWWGlll ... - ..... 

Candd9,.... '*'6cp:ls:-

n.uuua'>C ........... 

--··-t.1' 
a.t 
t.• ... .. ,.. ··•-•-a-....... 
"·ª 

-..JI. 

, .. --, .. 
h't•- ....... 

...,,__ ... .,_ --,.v---..--- . ,._ 

..... _ ....... ONPG( ................. 11' re )W........._L_ ............ ~ v-------,._ ........ __ 
Ea lao p..plactollidHee - h8 --- ljUC la -Ión de lúdrolfúe puede -

~ • dert•• ~ pU8 f"onnar oliaoudridoa. Le teadencNi do f"0111111r 

oliao""'rido• ee mb .... ea P..placto-.u• de lev....,.• 11ue ea lae de A. ooy-..ae, y 

éolll - --.calvidedl -A-'6/lha 1uger ( Prmollil y col., 1987). Se .. repott•do 

ademi• que 18 P-Plactoeida• de Cryptococciu la11re111u tiene una tendeat:ia 

eld.......-.i. p.,.. i. __.... de oqoucáridoa (Oht-b y col., 19QO). Ea Bacilhu 

circwbu • .._ ....-ndo do•~."°" •ctlvidedl de P-sei.e10-.u. una tiene 

i. •-de fbnmr olltlo""""rldo• y i. otn no ( Moallilr y col .• 19 .. ). 

r.. p..p18ctollide• de cli&nmee --· mo•ndos Cll i. ••bi. • tien• v8lore• 

pcqueftoa de Km. p•r• el ono-aitro-f"-U-P-s•i.ctósiclo, el p•r•-nitro-f"enol-P.. 

... 



C..._._ y .. ,...._ ...... • .,. ... nrtmlllm• • L -.vllWOl'M!I- E. coll. 

plioc:tóoido.y - .a uil-P-.. -ómido• - poi' la lacto• (W..__ y M ........ 
1961). 

L8 P.•--- CMda la.,_ .. la -- - .....,.._y _.-o ... El -
m-.a-o .... -o-lacapec:id8d•p.-..:ir --.. • 

.,........ • --... p ... .,..._ la lllcto• p...-e - la - -- (7.5 % -·· . -·>· Oidia -- -.Oye .. _ .ac-r .. lliv.a -..... c:rilico. 
__ .. • ..... 4---(-.19111). L8p~- .. --.. _... .. __ .. __ _._.ye __ .. ......,, ..... ___ _ 
.... _....,.,._ .. .._º .. ________ --··--· 

-·- ( -· 19111) 

u .. laa •Nc1ciwa mi• ........... pan ... P aalactomidaua ..,.,.,..... .. la 

--__ ......,.o_. a... - •oi -ed• - pr-. loop......._• ele 

iat--de -- --· ye - ... p.-o• de llldrólioia - &cilmmte 

·----el~- a... •-Pi-·-.. .............., om tlpo de-.. 
- la CUlll he oido llidroliade la lactou .....,..ke_e y •<:tue-• n ~ • 

--.:181 

Otno ep-lóoo - el p-o del -.. de -. el cual eo rico - lado• y 

p--. (Fo><. 1991) p.,._. utiKzedo• ea la obtenclán de producto• ea la Íllclu- de 

la --· ........ ., p..-. lldenzo• y como --o• pen:W.. de llZIÍ4:ar y de 
proleiu. La• v-eJe• ea la utlliDdón del - de - - el ,_yor poder 

--· poi' loo p.-.:toa de la lildrúlioia (Pua>u y plactoN) y la -• 
o:rúho-pen la mejoroolublHdod de-ooprocluctoL 

a... P plactoolcla .. eo producide -....-e por microo,..._• tele• - bect-o, 

hoa90• y lev•duraa. llieado laa bacteriai• "cticas los mkroorpniuno• idóneos pan ..,... 

utilizadas ca la ilaclu•• ...._..,.. por ... cualidades inocuas par• d .,.. llW1111110. lA• 

•• 



C....._y ................ P-............ dtL. ""'Ylavonaet1E. "'1l . 

..__. lác:tlcs• ......... - .... .-... de - de -- -rilll y .. JJ-
plmc:tollida• ptMNlc - - - _...,....,,. _.¡ek:o de sndo ~ - los 

Veclontl ... - utilic9a - ..... 

....... º .. _.c.,..,..,. .... - ..._..,.,.. Mcflc-. 

.... _... ... __ o ..... ....,.-. lli<:tlc:a·--· ... --.....-.... ......,..... ........... ..-_.._...y .... _____ ___ 
__ .,._..._ Lo•--·•-...-• Ktivo - ci.--. _.. 81 -de 

--le -.ia. el u...-.e Ktlvo - --· lllctlcss p-.. - suWividldo - tret1 
.WW-n-•'-s(-. 1993 ): 

• ATPll••--...-- UIÍc8l'n. Se ldilia i. eaersfa --...._. i. hidrólillis 
deATPp ... 1.......---o•vs. .,-.. de~ •• 

• •-- - 81 soluto (1UÚC81") y--· delnten:emblo de uúcsres. a.. ualóe del 

- 8J ...... 0 - --·~·y -lpotte. 8si CODM> los--· de iat--
-rep-ypr-..:to. 

• PTS ............ de PEP. Se .. ob~..SO - el t,...llpOlte de --o• 
illvolucn la ..... akK:acióa de sn.c»• f"oúato del fOafumolpiruvato hacia lo• azúcare• 
.... que álos ..- f"osf"orii.dos .,.,._ - el llill- de fi>sf" ___ de 

BacilltU. 

Lo• azúcares ~te ..,.. tran11pOrtado• anci8• • la lranúcreact. del BRIPº f"os&to. 

1111 ._.o que la a.yorill de a..-.okido• son tnn1POrt•dos por si•et1111• de 1r-tip0l1c 

-......no. Los lactobacilli tnallpOll- i. -yoriai de loo llZIÍC8rea y oligoMdridos por 

..-•• eopcc:lflc8s y p- _,. f"osfbril8do• co el interior. Los oligoudrido -

hickoliado• por glucollida•• --· 881"" de ser f"osforil8doa (Tiunnpsom. 1987). 

La• do• pandes ruta• de depaclacióa de •zúcares entre b•ctcrias IAc:tic•• aon Ja 

glucolúi• o vf8 de E,,___Meyaloof-Pua•• (- Lactobacilltu delbn#clci y L. 

1"'/wtiCtU) y i. rvt• de füsf"occ:toi.M (ÚNCOl/IQSIOC sp . • L. bNcluwri y Laclobac:illus 

t• 



lwwvl)a o-. (L. ~l. ,_,_11,_ ,.,..,._,,,,.y LactoboclllNa pe-....) ("-di«, 

1983). 

l.a•--•-k:a• .,....._ L(+) o D(-)-o--.. Loa -ob•dlo• 
p.......,_ .-o 1--...,._.. _ D-liM:tMo. La ._•o........_ .. (LDll) __ .... 

- lhac:t-.. 1,6, dlfttdolo y..__ 1,6 --o. El - HO .._.., - -_..._ alo•- .. la 1--LDH dop•diw• .. NAO - ._ .......... ( _ _.y rnl, 

1977). 

rrs.,,..~yf_,.·-·~•d•"""• 

Laa --- 16<:1icaa _,.._.. -- UIW-.SO el -- ............. -.. PEP 

(........,._.,. pynw8le) ._ou , PEP-PTS, o lactou ---· El -- PEP-PTS 

p ... -- y lm ...-p...-...wa .. - - nquWto pan lm ripidai -

Laa c:epH --• 1-.. -IWIMI ... de P..IS-

pl8cl...W.u - •- - lma •-lllka• - alla ~de JS-plactoúdua (ver 
8pra l). La p-del --PTS-PEPy lm P..P-plactooldau - ,_ p....._-.o 

para lm ripkla cem-taciáa h-lictlca --· Auaque lm -ou ea - producto 

...-.. ao • - - • --•re lm ~ de p-plactollida• - .. loa 

..._ocoooa --a lictkoa que reaulm.-te halrilm - veaetalea y loa 

iilllt ...... a de 1..-.a. E•o --por qué -a• c:epaa. - - - _...,..,._ 
aaturaln. ,.._ - tipo de -•ación het~ y no deandaa lm lacto• •

ripW.-te como lm• o:ep•a iolclu•rialea láctea• (SI.._ y rnl .. 198!1).LaclcJ<'occlQ 

""'"'°"'ªy L. laclla utW- prillcip•-•e 1)-plmctoolda• y••- p-taa aivelea 

oiplficativo• de P..JS-p-ooldau. A-ue ae ll• •eportlldo - lm -ivided de oma 

foo&tau •lcaliiu puede ......... ONPG-P • ONPG y ocurrir lm -b-• hldróliais 

po• P•rte de lm P-alllactooldau. S. -~¡,_ eólo tiene uaa JS-p1mct..-... - ... 

CHO .. plmcto• .. _.... debido • loa"*ª aivelea .. '"ª p-.a --.... 

de lm vi8 de Leloir - .. a cepa (ver fipn 3). La lmctou y placto• iolducea 



/1 ..:al 

S. dinrrfi- f ,,,.,,:" 

-··-====L. f>la"WTN>n { 
l •. lacii< { 

L. ,.,.,.~,,,. ... { 

9!'o!l5 
Jlfi 
:t!"tfi 
Cl7 
C5 
C2 osu 

300 

osu 
arab. 

:191\ 
J_!ib 
ZIH 
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AOl9 
OSll 

Mfi99 
J\IALl!l5 

i 100 

l'-P·arnl 

f'ls. 1 - •P .. -- fP ... ofl ,,-............ -. .. fl'i' ..... l -
prnftlt- .... _.. ..... látk•a. Se llNlk- ftl cH• npec:-. I•• .......... cett0 4111e 
• ...,.,.._ ~ .-ra -• • ..... __. .... La• .. rras ... ra• ....,,......_ .. 
~ .......... e.. l"'ftlPf'da .... ceps ce. -.yw- .c•h'hlM c-
~-~.BA7SI: ~-·~nMfN*u ..... IMZJ.. 

la activid•d de fl-p:lactoúdau y el IPTG ea reponado como inducror gntuilo en L. 

laclis pC'l"O no es a.si en el callD de S. tlwrmophilus . Ambos presentan represión por 

slucosa.EI siseema PTS-PEP es más eficien•e. consi•e de 2 proteinas cilopla.....-ricas E 1 

y Hpr. dos componentes especificos par• bctosa Uc E anterionnente ll•mada enz 11 '-
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C~ y.,. ............. di P--nrtti* ·•L. _.ylovor11.•en E. col,. 

yLKF ____ ... ..., ID,_. -.le....-ladele•-• 

de le Nl8 de le.,......._ --- le.,.__.,. de le plec:tou (La- y..,,.,_ .. 
1976). 
Eltnm ...... ede ....,_ __ .. _ PEP.PTS illvoluc:n le .... -..a. ... 

- ~ .. lea--· El y Hpr e loa ---e-lllcoa de le --Flll lee ____ .. ..,... 2 -le lect ___ oduc:ida y~-

el ................ n .... Ea-··-·., ....... el pupo f"o-o. - - de 

llWlilliu. Ea---pa*Male--Hpr .. ~--reaWuode 

--wprat .. cilleu ATP ··-di-•. E-to-. -- --el 
pupo -o , ... -. al _.... le -ivkled ... -- to-... -. ... El 
,,............,. 11'"' •...,_de,,__ el - fü-o prov--e del PEP •le 

lect-. El -leja 11'"" y FUI'""..-1.- - le expulalóol de plec:tóaldoa 

librn imn-losillltncelule.-e. 

C.....SO le lectou n illltn>duc:idli - el PEP.PTS -· el 11 '"" y Flll ,_ (LK E y 

LK F,...aiv-e)t--fü-illl...-luler-a--. lectou--o. Ea 

le ftaun 3 • .........,. - le lectou-tb-o n lololroll-. - le tbafb-IS-..i-ollide• 

(LK G) - produc:e .....,.,_ y plec:tou-6-tb-o (n.oa.aoa. 1980). La aluco• n 

_+oli_.• vla alu<:óllllia y le selecto• 6 -o n -.bolludli luK:ie le rut• de le 

t•.-o• - le D-plectou-6-fü_o-_u (l..ac AB) que le comviene - D

Uaetou-6-tb-o. E-últ- n füalbrilede por le D-teptou-6-fü-o cift•• (Lac C) 

• 0-Upaou 1,6 llilb-o y _..... • triou-tb-o por le D-teaetou 1.6 bifüalllto 

eldole• (LK D) p ... .----• füalllto y alicenlldelúdo-3-fü-o (Biuen 
y~.1974;1lutgerycol., 1991). 

Lea --. p ... ,,....,.ur y cat•bollur lectou coe11ituyen un ciclo ufibólico 

comtilluo al ~•ituine - ueai parte catabó&:. y otn -•bólic• .. en el Cldl • producen 

ácido lictico y ATP. La fonnaclóa de PEP ea ua• -cnacijede. le"""' puede utillzane 

pan el t .... llpOl'te de laclou o pan la siatnia de ATP mediada por la pinavato ciaa ....... 



C~y••..-ión•• .-n•ll-~•L. A#tVlov~ ... e. cu11 . 

.... 2 ......._ ....................... ., • ......._... • ........._ .. ~ .......... r• .. ~ .. ,,,, • ..., .. ,. ...... _......_Lmi..._ .............. ~ .. 

.... 'ti, ........................ _.. ............. ~ ..... ........ ,_,_ ...,,___.__ ........... ......,r. a....._. .. .........,... • ._._., .. t.c, .. ......._ ..... , ................................................. _ ..... .. ,...,....... .. ...._..........,T...-.... v._. ...._.., .. , 



cual,,_,.... i. ..._._de PEP. La piluv- c:iu• -· C:-..W. - -
~ - el fiMAbnt -..,ieo. y...,-..... - i. - dlti>ofillo. El PEP 

llil'v• - .._.... ~ _._.. i. IO--...W.. - vl8 -u-PTS y i. ...._y__.. .. ....,__ .. PTS_•(-. 19U). 

L. noel -..-. le lectot111 y i. ..-o ............ el -- PEP.PTS. - .. 
.......,...., por plactoa y lectot111. y reprimido por plecto_6-_o y ali•• 
-ndaooea .. .....,.,_ (Mc:by y c:ol.. 19'70: C ... uy y n.--. 
1983). 

• e 

....... r .. -· 
IAcA• ....... r .. , ... ,..ce ... -=! ............. ... ,...,o 

tri•• d81• 

.... 3 ----------

,. ................ ____ .............. _ 
- _.... L• .. 1 <•• - A) - PTS 
c ... wka..... - L l9dla y ~,,,_. ~ a) Siete.-........................ e•••-...- sa ............ .... , o'•• Y...._....._ ....... e-..........,,... 
L-H" e--·-• .. _,_ e-" y ,__. 
- - ATCC1MZ. T- .. De v .. - V_.,_, ..... 



1 
J 
1 

~ .... ...---.... ......-., __ ,,,_ .... E. col/ . 

....._,..,,.....,y I'• ' fdr 

e--.. .. ...,._ .. 111e......,... - - --~ .............. - .. ,,.. ..-....... ,_y col. 1972) .. .....,._ ..... p ....... __ ......_. tnvéa ... 

.. ...,. de 141oio" .......... ._....y-...-... • ....,.._6-""610 y --- VÚI 

alllcóüis • pirvváo .,_ •......,. - le ........ 2 y 3. La ,,_.....,,......._ - ilMluciWe 
___ .,..,.., __ pJ.cco_y_ (Kilm'ay ....... 1976). 

ua ....... de le -. .. Leloir ... _ la ----- ( Cie1 K). - fbarorile le 
.....,,_ - ., C1. le pledou-1--o uridll trm-.Ou ( Cie1 T). le VDP 81ucoaa 4 ....,_. .. ,o.i E). le VDPpcoae - ..... ( Ciel V)y le,.,__..._.... e-... 

- - ..........._ n ......... le -- ele UDP plectou - •u_. de 

.....,._ --· .. """' ........ - .. lliada - .. -- ... poliu<:árido -leJo· .. 
--· 1..8 pco• 8dÜll • ...,_ ........ - •E. coll. p,_.,.,..., npreaiÓll por 
-.......o--_.,;.delectouoplec:tou. 

E8 lt.ect-• Mctieu loa.......,._.........,. --..i.r ... teaiclo - -o •V-<:e.,. -o .. - .. "8lúculo• - p11111 .. tr.aafit..-.:ióe de-·· 1>8cteria• 
- __.. -ar au uao poc-dal - bioc-olop. Uno de loa ~.....,_to• 

pare i. ~ • lt.ect-• ...,..,_ • ._ tlido los -odo• ele tr-...,.,_clóa 

...-.i.:a. Ea -...n-e para i. •-olop del ADN ---•• cc.t•r coa - -ocio 
- ... _...,. ... rr.-ióe. e- -· 11111 ....... ut-.SO .. fi>mMclóa de 

pro1opi.•--~ tra-.:ióe y i. electroponcióe (McKaiy y Ba.ldwill. 1990). 

- mismo • ._ optimizado los prolocolo• de extracción de ADN P•ra ealo• 

m1croo,...u ...... 
.iu.-a• t.acc..U. ...,..,_. po- pláomiclos - - cudidato• p•ra reali.uJln -uclioa 
........... ......, i. filcilld..i para •islertos y aer c•ractcriz.ados. E•o• plá-• pueden 

llel" •ilizado• como vectores de cloa•ción y p•ra •• •mplificacióa de alaún producto 

aénko .. ae extialdc9 ,....,_ luc;. otna bacteria• 11Íctica11. Ea ranto que ... cepas de 

LellCOlkMIOC que partidp• ca ,.enneetadones Jictas ticlless un número afio de 

1 



Clonsiónyeil ............ dt~dl L. 011tylot.•tw111•en E. cnll • 

.............. ....... .. Lactobacllhu --- - o - - _ ... º .. -· 
(Ollleq - s...llH. 1984; o.vies - a.-. 19111). Cluouy y col. ( 1976). - .... 

p- • - la p..-úi .. pli- • -•.-.Loo pli-....o .., .. _loo ·-~- .. ---- .. --. --. ..._ ... ........,.,... .. 
ic:ido lic:tk:o y.--. -o - lAe Wicker --- protocolo pua la 

.,--. --y~ de pratopla•o .. (Cluouy y col.. 1976; Lee

Wic"- y Cloauy. 1984). Ea 1-3 • p-ó la p-. _.,. de - - de 

...,__ -riol: la pro1.-.u IKtoc:occal (0.-. 1993). A- la 

_.,... pral- ..-illúa ......, cuocteriuda a.to .._...,.. .,.._ ·-le·-·· .... ..nm.··--leo• ·-- - - pot..a.J ...... - .. .-..yla ___ LOlra_ociáe .. ._.-oeooolucioaarloo 

p......._. ...,.-. - loo .,.cteriófllao• duraote laa -•c:K.eo. Ea -e 

-Ido. la - DK>lecular de "8cteriófllao• y la bú....-. de •- -. .........,---... --_ .... -· -... - --·e 
(Botilll. 19119; ~. 1963. S111o111.m. 1976; Reddy. 1971). La iav-...,ión - ... ctcrioo 

lictleoo -Ó --e ........ la - de loo llO"L AlllMll • t

cuoct-0 - .... bec:terio• dlotiato• tipo• de "8cterioc:inH -~el - de 

Ncterioclnoo •--(Mcby y B•ldwia. 1990). Olro llV .. ce ... oldo la oplic:8c:ióe 

de la ••-- a•<itleo p•ra 1111- el flujo de la• rutH -•bólic•a. -do el p..,_ 

._ ... la -ipulaclóo de la ruta p•ra la proclucción de diacetllo. Olro •v .. ce •ot•ble 

... oldo el -e iaterés - la iav-ipción Moico - bioqulmica y a•<itleo de 

Nctcrioo lictic•L Un ._ ... de -o b• oido el -61ioia dct•llado de loo a-es p•ra la 

-eoi• de •miao6cldo• ( B•nlowoki y col .• 1992. Delom>e y col.. 1-2. Clocl-. y col .• 

1-2). Actua-te t•mi.w. • -- desuroa-do la• técaic:.o p•ra el - lhlco y 
geaétk:o del cromo•.... de Lactococc1a .. .-1aado las ba•• p•r• el •ilisis ~leto 

del aen011111 - e•c-• microorganimno• (Tulloch y col .• 1991: Le Boura-io y col .• 1992). 

Po•erio...-te la técaic:. conocida como electroporación fllcilitó la tnn--<:ill de 

1118tcriol a-étk:o en bocteria• lictleoo (McKay y B•ld-. 1990). AJa-•• de lao 

innovaciones o beneficios que •pueden obtmer mediante el U80 ele la tKaoloaia del 



ADN IWCOlllllill_.e _ ntos~a. 91J11l: 

-.-- •-eriótaao .. --·-ka .. S..erpromctorea .. Mcteriodua. c.., .. _........,_º_........,_ • ..,._ ... 
-....-........ ....,.11o. 
Majares C:--.. del 1..-0 .. ..---.1- el ca.., do cielto• lactobadlo8. 

DeloJ<i8cadotea de p~a Y cardllÓll-OL 

• e-la• y ..-..wo - ... potiltivo. 

lledp __ ..., -..Y de ---•ical al ..... médi<;a-to ov-. 

----la-lóadel-. 

Otraa de laa apllc- de la c:-.Clóa de -ea de bac:tcria• lktic:aa -1a c:c.otlUc:Clóa 

de vec:t- de.,- .-1c:1o. V• p-- la 11io1oaia -'ec:ular -·es el 

m.1 u11-to para -..r~a.....,.,....,_ea al·-• o- p-de 

.........,.,... por - ............... - .... la -- • -ibi6tko-. La .......... 

.... ello ... Miio .. a....-adóa de vdúculo• molecularea COll ·-ea ÍlloCUo• como 

.....-.. aceétic:oa de O.c:il ldeatillc:ac:ióe. 

E•oa v-- - baudoa - la utllluc:lóa de s•n quo c:ocll&qu- para -· 
me&~a. lúdrola•• y de ,..__a. nalunl a -limicrobianoa. E•oa rcmplaaa loa 

otroa ---·do c:louc:ióe dcmde ao utillua -·- c:oa rnbtmc:ia a -lbiótic:oa. 
POQO ....,,.,_ para _.. utilizado• ca la indu•ria de alimento•. Loa veetorca de pado 

alilnce1icio pueclea .er utilizado• para tr-áOl'ID9r lllÍfWroor~smoa que panieipcn en 

fCl"lllCBtaciomea .. a6-toa. y loa aeaea pan .. Uliliución ele carbohidraloa llOll 

a.rc:adotea de Mloc:c:lón adec:uadoa para .. o própoolto. Se "- e:- genes de 

bac:lerima "cticaa que poclriaa .er utilizado• como marcadore• de Mlecdóa en la 

coa•nu:dóe ele ve<:torea... talea como: aceea de lactou ( De Voa y col .• l9B9). ucarou 

(lllauc:h y De Vos. 1992) y rcoi•eac:ia a aiaiaa CHughes y Mc:kay. 1992). Cada dla ac 

increm..1- el número de con1rihucioeea a la 9enélica do Lactobacilltu. El gen de a· 

amilau do L. amy/DllOnO (Joro y De Paraia. 1993) también puede - utilizado c:omo 
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C.__... y .. prwi6111 ...... • ., ............... L a.ylDVf'lrMl'•E . .:ali. 

- ·- - .. -·- .. - V-OI' ele ....... -lelo .. !le lila 
~ - -- -LoclOIJaci/1- lw/wtict0 .,_ ... ...-... - v- plKilO 
q.,. _...el - de tJ-..-olidau de Lactobaci/1- lnl/-ictD y a. a--u de 

Baci/1- lklw"4/i1rtlfia. ~a·- - -- y - de e9oa ...... - ... ........... 
_ .. <:- .. ftaS-oa de ADN. do.de la .... ..,.,ióol i.a-eriaat ... --.a 

.,.. la-o a flc:ll. E•e -- de lloopedero-ve<:t...- re-• a4ec:uado pan la 

<:- y_..- de - loeterólos<N - L. lwhwtictD ...... - - la 
..... _ .. ..__( -yc:ol. ·-2). 

Orsam-- ..... ·- - - PTS-l'EP y P-lt-a- - --Ea Loclacoccta lactia •e--·--vez,_ - -etóloao de P-IJ-plactolidau 
Clllnlpt°""""81. Ea- .......... ._-toa -a- StnptococctB ,,..,_,. .,_ 

la - - - de P. IJ-plect...W.u. • dete<:tó a. •<:t~ -•• • - áte 
....... latrodudr a. lec:tou por a. vie PTS-PEP. Sía -._o ae p.._t .... illntlll>ilided 

pi.amldl<:a y pénlldll de loa•-.. c-..Soa dabido • inte .. e<:ióe - el .,....,..,_ '* S. 

,,..,_,.. Al _ ...... E. co/I coaK> •o.-1«<> pan el elllUdlo de ·- de P-P -

sela<:toalda• 80 • - -oa prublemaa de int._- el c:romo-. Sill 

.-.. o - E. coli - MI - la a.<:aoA por a. vie PTS-PEP y -n -• 
Ktiviolad de P-IJ-selec:tolidau ao aipilkatlve. 

Le P-IJ-plactoaida• de L. lactts y la IJ-ple<:toaideA de S. tlwr.ophlltu filerun loa 

primeros a-- - .er ~aa.sdcta y .. on - -aaentr- bica caActerizado• 

Muc:lllaa -•a de L. lacti3 port- - pláamldoa la lafonne<:ióol seaétk:a pan el -

PTS-PEP. ~ loa •-.. de a.a -a de a. vie de a. tesetou ae puedal 

encontrar ~canos • lo• a•e• del tran..,orte de .. ctou y .. miuna p.. P-.... ctoúca.u. 

Con ua11 orsmairación muy paredcb entre diferentes ba..:tcrims 1'ctk:.s, • cxcepciáa de 

Lactobacilltu. Loa determinentea •-éti<:oa del srupo que tru_.-te a. la<:to• y el 

lli•eme -dario de tren-ne - sido ideetifk:ecloa <:amo lac R.lac E, lac F, lac AB. 

lacCylacD. 



Clollmcióft y .......... del pn ele P-plstmidma ele/_ a.ylm...,.... en E. co/1. 

El-lacRcodlfic:lo p ... _prot-......,_cle2Bk1Ja-ra......,_np_ 

ele E. col/. Ea L. lacti:. la ta ... ou 6 lbidllto es el priaclpel iaductor y llO la pladou 6 

fo-o. 

Los-lacEylacF ....._la•prot-•que•--cleltraa.-eclela 

lac:tou - ._o que lac AB, lac C y lac D r_,... la•-•.,.,..,..__ .. a la 

-. ele la teptou p ... la <:OllV- ele plac:to... En la llpre 4 ae - -o• 

- --·---- -L. lacti:., ya que .... id-ifk:aclo la p-de-
- _....... _ - -. elloe. La prot- /ac R que produce didlo •-es aaay 

-. a lo•np-que •-rea-E. <:ali. El a- loe R es-.:ida--• 
el ~ • lado ... exi•- al .-o• 2 openclores e11 el promotor lac ~ ditéreate 

allalded - /ac R (1ac 01 y lac 02). El p-.,.,... _. ella ellaidad y el __..,.,... 

- allalded mi•~ p... lac R. Se .. p--o que el a• lac R - -- del 

--• - el --lac 01, ... ..- la t ... ecripción de tac A y active • ., vez 
.. propia treallCl!pdóa. Ua lile-o - la prot""'• provocarla la ..- ele ála el 

-- 1ac 02 ............ o p_.- la tr-ecripcióa ele lac R. Ea -la del 

inductor. m. aunto • produce te ... og.6"-f"oafilto. el producto de loe R • sep•r• de 

·- openclorn .,-leado la traaecripcióa ele loa •-• del operón ( De Vo• y 
Va ....... 1994). E•• __.¡z.cióa del operón lac .. compelte -•re L. /actl:., 

Stoplty/acoc<:N& ....ntu y S-ptacoc<:N& m11tcuu. 

~e ea L ca.wl • 11- eneoetrado difCrellcie• ea &11 o....-izecióa. El a-. lac F • 

--el llael del operón y no el aea loe G, como ea lo• -•crioree. Ademia IDckaye 

el - lac T que paanla tlimilltud coa prot""'H •-adores de la tr•acripcióD. Ea 

ale C890,. la tr..Kripción puede e.ter rcplede • nivel de f"osforit.cióa por loe T. E•e 

- es ........... - .. ar.ecripcióa por IUI• eecucncia t-..iore y la prot""'• puede 

ecr IDactiv..S. por foeforilacióa por pene de la P-ahacoaidaaa PTS. La taptou y la 

plecto.. no .,.. inductor•• de .... opcrón p•r• el c•so de L. ccuel. Asimismo los 

aenea de a. nat• de taptou no furman p•ne de elle operón. 
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............... - -- --oa-P-s-----El - ---P....-ooida .. filra. pane de - .,...._ ......._. -

--· lktic•L Ea i. lls- 5 • ...,.....;. - S. tlw""°PhJ/118 y L. b11/-lceu •- el 
a•lacS ~e .. lacZ.e~deL. lacti:1 _ .. .,.... ----oi. 

p-eÍll de - - lac S. A - de 11- - i. eep• de L. lactü ATCC7962 o 

NCD02054 • .. de9"rito i. .. iliadóa de i.etou. pac:ie• • i. p-ei.8 de -• P.. 

811'-ooldau - ._-. • .. -....-. curiou-• • tnt• de - .,.,. •fpi<:• 
--- - •.-111116 ........... .._ ........ de ..-o .. _ ..... •, __ El 

a• de lac Z .. L. lactü NCD02054 • __ ,. 8-ado-OIU'·•-rea •lo• 

- •P--i. ors·•- de-_.-. tieae - a• kK:A ..i,...,_ae • kK: Zy 
muy..,.._ .. - lac A de E. co11..-~. p•n -• tlopleetooidau. 

L. lacti• .,- ........, el a• de lac S. •- eo _. ..iy..,_.e • loa a-ea ..
c:odi8c:ea p .. i. P-..-ooida• ( lac L y Id). pero ea el úak:o doecle • 11• __ ......, 

dk:bo -· L. ~l. L.lw/wticeu y L. lact/111 ._;c.. de do• a-ea p•r• i. exprniáa de 

polipéptidoa 'IU• c:oa•ilu)'llll ua• p..pi.eto.W. .. •etiv•. 

Por otn pute. _,_ ............. .,.._, tfa/ T y tfa/ r- los a;eeea que eo~en 

pot _.....,lóa de -W• de mnillo6eldoa • pi.etou 1 fomto uridll ,,...,..,. .. 

(L. lwlwtiCNlll) y ......... 1 fo-o uridll ,,..-., .. (S'"P,._Y<",. -"P-). teapec:tlv-te 

(Pridmore y "°'·· 1991 ). 

Cleeaeil6oo • ._ •-• ~ida .. •de bac-• Wctkaa. 

Se .... e-•do -illtoa aeeea de P..a• .. etollidllu prov-•n de v•rie• e_.. de 

bad:erill• "4:1.icaa. En loa tnibajos reportados se han dinerito dos tipos de •enes para p. 
a•i.eto.W.• : lo• a;eaea /ac Z y lo• /oc L - M ( ver t•bi. 5J. En •l-oa tn!Nüo• a.

loe•liz.8.- el a;ea Loe S que eodili<:8 i. permeau eopec:ili<:8 p•n i.eto ... y loa a-n 

de lea eazimes "°"-dientn • la rut• de Leloir. Entre lea peeuliaridadea de -oa 

••n lac M .._ eacoatndo: nutaciones npóatenn• (que producen delecioaea - el 

a;ce) • ..........,li<:ión de •-Y -ei.8a de •-eión. Se - • eoetilluclóa .. a 
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.~ ....... -1ac .. -.y1o • .....-.i- ... -....- • ..-- -

-·w:11••· 
..... .. , .............. .. 
El - lac S - p ... i. -- - ........... i.cto• - S. tlwnlloplriho y lla 
____ __,_ - - .,..,. l8c VI.--• ... E. col¡. E-...._ 
........ - -- - ., ..... -el - ... .,_.....,. __ (lac Z). ~ -----..----•lacS. A.aesdelp.-or •-......-los 
TAaLA 9. Gll:llD -jt-GALACT0919AS- - aACl"IUUAS LÁCl"ICA& --- T_ ... _o v-or ele ......,.._ Caract-ic:a . 

....-o- .. -s-,,,__.,.. 3.850pb pBR322 Cromo- Tipo/ac:Z ,,_,,_,,,,.,_ 
~toe 5.llOOpb pACYCl114 ... - Tipo lacM y lacL 

1a&11 .. pNZ63 -..... ...... 
Loctobac'1/ro 3,024pb pKIU23-3 -- Tipolac:Z.-

""'-'"'° -C91J011taa .. a 

Loctobac'1/ro l.175pb 
__ ,.. __ 

plilllllido Tipo lac L y lac M 

~ ................ 
Loctobac'1/ro •.650pb pR8473 --· Tipo lac L y lac M -Loc1o11acm- ---- --·---- fi:rotnOIKJlllal Tipu lacL y lacM 

'-'-"""" ccm --inpoatuNa 

Loctobac'1/ro 5.IOOpb pBS200 plilllllido TipolacL yM 

ctUel pLZl5 

Se __ .. _ ........... _ ................ _ ... ·--

---- ..... _.,._,, ...... ,_,z,,,.,1-111.- .. -·-- -........ .-....... 0.,.c....,.•• 1' ...... ..._ ........... ...,. .. .__ ... ,,___ 



OaNicióa Y .. ,..._¡rin •1 P'ft • P·-~· L. -Y'""'°'"°- E. coll. 

- - .,.,...,_ pan i. u~-1-uridil ,....,.... .. W01 n UDP..._. f..,..__ (/tal E:)y ......... - .. o -a• (lfal M ). <ial E y Gal T 

- --..a .. i. Nla .. a...- pan el_....,._ .. plac:loaa. a - - S. 

llw"*'flltl""' .,..._. - _.., ... -. - lo - - - - ... ª --· -
- lo _... .. poliaa<:átWoa. Tocio• - - ......- al.,._ -.:..i- de 
----kx:(-yMckay.1986) . 

.... 1 -·----· Loa - de kx: Z y kx: S de L. b1'1-let1& de loa cepas ll y ATCCllM2 ...__ 

.,--. .. - .._., )' - - - -· --· di&nada• - .. 
~ ....._ a.,a ...... a - E. coll (1-.. Moq¡_...... y col., 1991). Loa·-----...... ·-··-..a. - el -o de loa-kx: S • realiz6 ....-i.ta PClll, ya_ .. e--...-.... -diflc:il. 

La...... •1611 ... _.._a - ........ a .. de s. ,,,.,._,,,,.,.,,,_ Aparmf-•· ª_ .... __ .. _.,..._,.p-W.aaproteillaa._......... .. - -

- -U - ,...._ para -· --· ciado lo .,.......,. --iva - L. 
bt1l_1.,,.,, (-. 1993). Se laa ...,_..,...., - - -c1ai.a 2 llbl-.• para la 

..,.ividad de la p.plaetoolda• que ..-an - las ..._. - pollicl6a - • E. coll 

(M-y col .• 1994). 

Sle .......... laa c-.aa -W.. p..._ .. capacidad para, ... _. .. o ltldrollar 

--· Se laa del- la aparicl6e de -clooea _,..._. - p....r-

- - el - kx: z. las que p-- aer inc.,aive de nria• lúloba- (Molly y 
De9ay, I_,). Ea--·---ea in•-•e notar que. ademi• de la delección - lac 

z. - - re.otlpo proteau (•).Se aupere que los geaea co.....,..._dienlea pueden 

-ar pró-• al - ele loe Z . ...,. __ ._.. .. 
u lacloaa lúdrollada por lo p.plactooldau ae "°"viede en g.,coaa. para_. lo ruta 

de follfocctola•. y - plac:tou. que aeri .,_vertida ea un intermediario glucolilico por 

le nata ele Leloir. L lacti~ time loa aeaea de transporte e hidrólisia de t.cto• en el 

pliomldo pNZ6l, a..._ lo. _ea para la utiliación de placlo•. La p-u Lac 



s .. L. loetU --- puedolo - - .... --· ....-... ...... s. 
,,,.,_,,,,.'- y L. hl~. Ea .. ..,_ ... - loe Z -• • .,...,.._ de 2 -

L y loe M. - ........,_ .... 626 y 321 

pa..:c...W.• ~ - --·de 2 m+wH- (O.vid y <:OL. 
_ .. .......,_ ... _ loeMn_..... al de loe L. 

L f ª elNI ' a 

A ..._.. .. L. ""'-- y S. -,_¡,¡ha. el ·- de .. --- - .. .WO 
-y--•o ..._...,. .... _...de Loe. La P......,.o ..... u • w-á&c:ó • 

.........,_ -- ........... -. ...... -locLylocM(Z-y 
~1993). T_.......,. _____ o•a __ .,..,....,...de , _ _...,... ----•-L. b11/-lcta yp-•u-• IS(-• .......... ,. 
, ... ,,,..,.,. .. 
El ·- la<: Z de L. ,,,,.,,_,,, • .._,.. - - pl8mnldo y P~• -• reaió11 
---· -•ilid• - .. 254 y6Upb. de ow lhl-10 ele 1175 pb. a- -.. ..., .......... _ .. ~-•-1acz 
'• , , ....... 
La P.pl8ct...W.u de Lactobocl/1- - DSM20017 n - por cloa a-• 
.,__... loc•8 dn- 1m fi'lo-10 diaerido coa Hilldlll de 8.65 kb. c'-•do -

el vect-pllB473. El ln89Cripto -·--- 1m AJlNm ele apro........,•-•• <.9 kb 

E•o• clo8 - - - ..u..ililud del 1• •I 59% coa Dina P.a-i.ctoaidaM8. 

-· - ........ -· ...,_. npeckba ele 9-12 pb e-........ micli---- ele •llliolo4cido• que .. P.a-i.ctollicl8u de L. lact/8. lo que .,alere U8 oria
coamíll (Ob• y col .• 1993). 

•cerc• de un• P.aalactosidau de L. ct:Uei, varios 

aniAalos '*- que ~ se •cucatni clolulchl y que • ,,.... de una protcfna 



Cao..dilly ................ P-~•L. -y/OWWMS ... E. C'O/j, 

.........-..,.. a2P, .. 220 kl>a. ~ - - pli...WO de 28.3 k.pb (Cllauy 

'*--~ycol..1993) 

~a c:le- .. - (lacM-'-: L y lac Z) --para-·-._._,. 
eeo.ytel'-.--•E. colJ. ~la IJ-pladoololau de U-//oc

""•aimilltudc:.- la de CW.tr"*- °"-..1y11-. 1.- c:loaada - E.col¡ (-.:0.:k 

y"°'-• 1991). Loa - lac - 1'act-• llK:tic:aa - w ..,... oióll -· 

E- c:anc:tan.tic:a p- - ......,_ - ......... --~ .. loa _,_._ 
T.-W. la.,- .. -- - - -- - pl6-• 

~...-.-auotroa.ia-oam6vlleao..._oal.S. ~ea• lo•a-• ,_......,..._._._ 
& L.,,,,,.,_ •lla---et .ia-o ISL3 de 1494 pb y ........... cle ISll 

(-• illv-• .......... ...,.._ .. de 38 pb). E•oa -o• ISL - -

aimilltudc:.- tnm-a._a ... a(a.r-dyc:ol .• 1995). Ta--L. lwlwllna 

• lla ...,_.... el -o ISL2. ele 858 pb. t.-W. e:.- ISll ---· ele 16 pb 
(Zwalllaa y Moltal. 1994). 

La -- ele ~da• ele loa ••ea pb• de L. e<n"''· L. lacll:< y S . ...,,..,,,,, 

--- - alto llivel ele _,... y la• protciu• procluc:ida• - aimilltud 
_..... - al (- 6). Loa a-...,......... clel tnmopotte PTS-PEP -

- aimilltud -n L. lacll:< y S . ...,,..,,,,,, -le ea la que ae ha deac:ublcrto -· __ 

de t-e. 

TA9LA 6. 8DllLITUD l:NTIU: Gl:Nl:S -L SISTEMA PTS-Pl:P Y-~ 
GALACl'tMIDA8A 

% L. lacll&/L . .,.._¡ L. lactts/S. OIWW!ta L. ccuel/S. OJVetu 

._ .. 45% 7-• 47.5% 

'-E 48.3% 71.6% 45.3% 

'-G 54.7% 82.3% 53.6% 

e- re - .__,_ .. L-L-ys,_.,,_,_UA- ... 
En el c;:a., ele lo• aenn lac Z ele b•cterias Wcticas.. que pre&entan un aen e•ructurel 

úaico el cual M e.cuenln coclilk:ado en el ~romoaomai. Se nper•be par• S.s 



C~y.,. .................... rt ... *'- -.ylOWJrltl.l' .. E. coli . 

.............. de - 1- L y loe M ..,._ •-•o' 1• - .............. Sim 
........, ___ ...._...._lacLylacM•L.- y L/ie/w_de.,.._ 

wwwl( ..... 5). E•-.-.lacMy1-L.,.....__.........,.., __ 

L. /octi.r y L. _, - - --- - .. l.W. 7. Ea el C8IO de S. _,,,_,,,,_,,,., el p. 

de LRcZ- - ........ del 42% .,_el- lac Zde C. --.,1yliC1111<. ""ªella• 
_ ........ coa-• ---•16o:tic:a•-- _-. miia -a. El•• de lac 
Z de L. blú-- ........... 40 % de llimilllucl .,.- el de Cla.trldl- y 45.5% .,.- S. 

,.,._,,,,.,,,. (S4roeder. 1991 ). 

.,. L. loclll s. _....,,,,.,,,. Llntl-ICIU C. ace-..1yltC1111< E. eolt 

Ll 100% 

s.1. 33.3% 100% 

L•. 28.2% 45.5% 100% 

c .•. 36.2% 42.- 40% 100% 

E.e:. 22.7% 27.4% 27% 28.3% 100% 

L.c:aaei - -- --- -- ---
e_...• ... - i.cz• _ _... Wctk•• ea• B. -ay e __,,..IJl/km,., ......... .-rw • ., -.y- • ..- ....... 111t ............ - i.c z 
... _..16edc .. -C __.,,.,,,_ •. 
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OBJETIVOS. 

El p~e tnbajo t--objcltivoa reaHz.r la .,-..,;¡¡,, del a• de P-pla<:t...W.u 

de L. ..-,,1- • E. coll y -- la _.- del a• - -e .......... 

heterólogo. Ea -- - -• - ...-. - 111- polll-e - -
-para la <:emlllruc:dóm dev--de pado-ti<:io. 

Ea t.-w. ... ...,_...,.el -'1lala..........,., -a -- y., Ktividad - • 
.,.. ..... - E. coll. Ellle ellludlo puede.._ ..... que E. co/I puede - ...,..otora de 

ale ...... a .. vez puede MI' utilizado ea vKtore• .,.............,.. pan 

Lac-1/ha. 

Laa a<:tividadn propuelllaa para el aúliala -1e<:ular de didlo •- -= . e-- .... _._.-ªª ... re9tri<:c:ióe. t•to - el bac:t91ióliago 1.. gt-10 

- - laa .:cma&na<:c:ioaes --ª-el V-<K pHC79. 

- ~para -·- la poaible --tariedad entre el gm 
"-·et•• lacZ de E. co11 y et .... de L. amyl~. 

Como parte del - de la .,..reaióa de la P-a•lacioaidHa .:1-ada: 

0.-r .-i.te SDS-PACiE el perfil de protdnea iatraoelularea - laa <:epH 

que~ el•- de p.galacioaidau de L. amylovonu. en E. coll y del propio L. 

..,,,,,1ovono para --la•poalblea diCeren.:iaa. 

o.t.-r loa parimetroa <:iaétkoa de la •zima. loa aaalea - <:O-ando• coa 

lo• otros ~a. y baeterill• BJ'llm poútivaa y DC8ativaa. 

Localizar la protdna que c:o....,_de a la - -te ac:tivldad 111 silll -

selc• de poliac:rilamida rcnaturalizados y n•tivo~ además de la determinac:ión del 

ta-o de la p.galacioaidau <:1-ada. 



METODOLOGIA 

Se - la -a .. ,_,,_,,,,_. --NIUlL-B-4540( ATC:C:) aoltiva4a -
- LCM a 3~. Laa .,_.aa E:ac:lwrlc/ltJa co1¡ LE392 y C600 laftA • utillzat- - la 

-~y ti11o1aci6a t1e1 "---.,. Tamlliéa -~ - ...,..,.. • .... _ .. p.......,..,... .. la•-a••Eoc:Jwrjcldacol¡ Ylotl91"·. Yl090r-(...,.._.• 

del pU......, pMC9) y JM 101. JMI03 y JMI05. Todaa la• ._..,.en•.,.__ -

filllo(ipo P..plactotlida• ........... 

Loa ...--Ulillza4o• - al•_.....,-: el blláeriófit.., :k-plO(....,.... y col .• 

1985). pBIU22. pKIU23 (B ........ l9S4). pUC:l ... y el c:(J1111.WO pHC7,. (~y 

C:-a,1990). Alauao• ... -· ., __ - -·-a-·-· La -eaia ... 
c-del - de l'-aat--• • -ra - el diap- l y a_......,_ oe 
_.. a..-lvida .... que .. ....iu..r ... 

---- .......... 1.ac· 
..... w-ti&car la ac'llvidad clep.p"""o-.u - L. amylavorw.s. oe utilizó - LCM 

,,_ alucoaa o - lac'lou co..., únk• -•• de c.-o. Se le 8tlicioaanM 40 µl de 

IPTO con_. coacenlracióe 4e 100 mM y X pi al 8.2% diluido.., dimetilt"onnamida. 

T- ftae probada la ~ • cajaa de LCM con Xpl. .. IPTO ni lactoM. Se 

.,_llideró la p.._cia de actividad pooiliva ,.¡ apatec:laa coloniea de color azul pilido. lo 

cual ea C01111ia - LactobacUI-. Ea laa cepas de e. co/j • .e ulilizó -io LB,,_ X·pl 

e IPTO - ldéali<:aa conceon..-ea. - el ca90 de las E: col¡ Lac + o .,_ el pU.

pUC:l9 MI p.....,tan coloniea de color anal li&elte. y - laa E:. col¡ La<> • MI p...-.. 

cokmiaa de color bld<>a. 

A la• cepas de e. col¡ t11111albmadaa. ae lea adi<>iooó - el.-;., LB X-pl 40 11&11111. con 

o• IPTO y •-kilina 50 11a.'ml oe idcatlficaroa la• cokmiaa que ............... - color 

azul páliodo - traatlf-•n "°" aaividad positiva. 

' 
1 

1 
j 



Clonai6fty ................ p • ........_dllL . .-ylowwt111en E. coll. 

l!!•tratesla de cloaacl6• 

·1 .. __ cor.nMXlicln _____ -..,.._-___ a-16mlco ____ ... _J " L.----gl-10 

l ,_de....,.. ... +11•11 

' lllt--Clef-can..:tiv-(5) 

----" .. - de L ....,...,...,., 

Del-deHI-can el gen te " 

HI-can .. reglan coa de pHC79 

.,...,..... t. .. ,..,...... ... ....- ~· la o11Jtencl6n • ... ~-••r.••• con 
- ....... -----· y .. _..., ..... c-cl6n-ptlC79. _ .. _ .... ___ .. ......,_ •'----------
....................... co;Aus.......,... w c......,.atht_con el ...... 19c Z tle •· call. 



~ 
l 

1 

~y...,_ .. _.ftpl< 't .L_,_•E.coll. 

-..-,.Jce. 

Se ccmlllll)'Ó- ..._.......,., - .\ auo. - día- p ....... - Eco IU de 

DNA -•a-1 .. L --(OvWo. 1994). Laa .._...-.. • _...,....._ _ .. .,.----. ...-~chl-eedor(-
M111111y. 1977). E•oe ...._. - t~ - i.a ....,a• LE392 y C600 MIA pan 

--.. - ........ --.. y .. viabilidad ........... --- La 
efkimcU .. loe .....,_ ....,.._. i. p._.,- ele fqoa ._ ........ _ .. ,...-o al 

•-.. ._,......_ l.oa .....,.,_ .,.._• •Preaerv..,. - aJic«o1 al 15% • -20"C. 

_...der•-11..__ ,,_._,, Wna--•a. 

Se ....__ .,._., pan •- i. _..._ ele P-IJÚIClonidaM - i. .,.,. L 

--y•~ - áa• cleNnolló • caja• de LCM - X-... e IPTG 1m 

co1oruu1.,.- ....................... iloculJadáa. Dei,sllal- ....-~ 

.,....... • cndó - ,..._. .. -- y• IPTO (ver fblo 1). Se rMllaó i. ~ 

..... _...- chl - pan .. P-.....,.o.W.M - .. cepa lac Z- E. eo/I YI089, .. c:ual 

p- clicllo -lpo ....,lelo a i. ---del a• reprew '-1 codffk:Pldo •el 
p"-'Wo pMC9. 

Se ......,._ i.a -· de E. co/1 Y IOa9 y Y 1090. c:cm Ion bac:terió&ao• de loa -""ª 
·-· - .\-ario. _... prorocolo • Maaiaria y .,..1. 1992 . La .-•llevó 
a cebo• CIÜll• de _. NZ "'°" X-aal e IPTO ( 40 µBfml). mi.uo que aa adk:ioaó al 

a...--... Se ulllizó - rlrulo de 1000 plb. y .. incubaron " <f2º ....._e 4• hn p.,. 
....,.. ..... lírica. 

Eall'-de ADN de-r.161'-

Se p......._ do• -ocio• de ...uacdón de ADN • panir de ltacrerió&.,.a. raullaado el 

mejor .,.. ba• - i. e&ieacia y .,.udad del ADN obleeldo. el repon.do por a-u1 y 

O.a. 190. E•e .,.. ... ., - .. puri&acióe de lilao• • panlr de .......... - de 

plat:aa de liU -.. • amoni-dor SM. Se .,.,..,rifil..., loa re•o• ba<'leriaoa y• 

d-..aye., ADN y AllN -.., - traramieeto CllZÜnlrli<:o .,_ PNAaM y ANAaaa .. 

•• 



~y-pi'eeióndel .... • ,,_..,__.....L. -y/OWJrll.W ... F-. coll. 

O....- loa &aos • p....,ipila - - """'-de PEO-N.CI. .. .,.._.. • O"C dunate 

- lllon y -.uua-csa • 12,000 r.p.m. (Y-o y Ahna, 1970). El -

ollc- n ,_,. ..... - _.,..._GTE y M le •- ................ de 11.ia, 

y• illculNI --· IO -oa •._......,....._e. La_..., .. ollc- • ...,_ 

- -..a. Elo -e.,.., .. fil•..,...,.. _, illvenidll, y por c9o • recupeno .. fil• de 

""*·y...,......_. ál• M ttú•.,.. filllol eloroformo, dollde .. -...-e ..... lo 
......... - ... ____ .. ADN. 

_..... .,.. - ...- de 6-rop-I p•r• precipur el ADN ... cemtrifilp y el 

----•lllv•-•-al70%yoeM"8. El---.....-
_...,.... TE y.,- ... utw-.lo pen di11-icmea.,.. -a ele reotricdóa. La 
_. ..... ~•puede-liar -11eleacle•prou ____ -

,,_ .... ,,_... ele ADN. C- oe oblieae -• - e_.._. ele ADN pen 

Uliliane - - M ....... realizar le -- del ADN por ._arofi>l-l'Íll 
.,..1uzu.V.(~ycol, 1982) ______ ... ..__ ___ _ 

A.,- del ADN ele tna bac:teriófilao• nc:o--.•tea - adlvicled de p..plado..,..u 

poliliva, • realbJ6 el Má1i1U por n.1rkdcíe "°" leo-· Eeo IU, Hilldlll y B•mtO. 

Loa ....,.__ ollc-a • -- ee 11elea de •prou al 0.8 '% c:oe TAE .,.,._ 

•-iptailor. Se c:akul6 c:oe el tamdo de loa ftll-toa eorre..,-te• al illMrto, .. a.- tipro-..., de .. naión eloo•ob en lembd• stlO que - .. -lvidad de 

p..pr. 

Se 81916 el ftll-o inserto .,. le reeombiaU1te Ast·911•I+. • p•rtir de le dill-ión eoo 

......... - - ,_ ..,roxm.do de 2076 pb. Otr .. _ .... utilizad.• fileroo loa 

ftll.-oa ele 3280 y 2060 pb obteeidllo por di11ntión de Ast·9pl+ .,_ Ec:o 1U . 

E•e liltiaM> ftll-to • aiauló utuu-do eomo oooob principal de ~ pi+. Laa ooad8a 

-•es ....aoaada• • utilizaroa pan lübridar t:oa el ADN de la• ot,..• dos 

reeoml>ln•teo (Ast-6 11•1* y Ast·l11•r) eo buae• de regiones eomplemeat•ri8s. 



C~y-...-..*1.-nclap-.............. L. O.Jllovorwa .. E. ca/I. 

Los ....,.__ .......... -._.,. el illMrto pre-•• • Aat-9 • ..... _._ de la• 

....... _ ......... - laa ....... de ,...ricdóa Ec:olll. e-. y -D. Loa 

..,..__ •...,_•loa --pBlll22. pKK223 y pHC79. E•o• v..,._ • 

.............. ..._.la-de t:élulaa .,_et-n(M..i.tia y col .• 1982). 
• t-o - laa ....,-. .,_ pHC79 ___ .._.,_el1üt de ___ o 

p .. .-... .............. La-IMIOl•---Y Mcullivó•cajaade

Ut .,_ _.,-.. el '70 JIS/1111 y X-pi (40 JISfml) ....... <:ep•• - .,..._..... .aMdood 

M - y adliv- •-.O Lit.,... •mpk:u;,,.. adicioa- .,......,.aüc:ol pa .. 

.. -lllkeciólo ... plá-.. . 

..... - del~• realidt ....,._. IUia...,_lilui (Billlboim y Doly. 19'79). Sin 

-... - file au&dmte p ... -- - ...... eficimcill - .. .,......,.,._ e- el ... 
... ...,_... .. ...,._. - p .......... -... .. .._.. .... iltcuNc:lóio y - .-.jo .. 

8ael • 10 -...-. .._..,,..de·- la ......,lóa 111 ( 3 M •-ato ele-· pH 4.8). 

S. ..iM:i-ó - P•-· •-do 213 de voiun- de una ,_zcla ele •-••o de lllDOllÍO 

7.5 M.,.. 0.5 awfml de iw.._... de etidio. dcll'ués de pre<:ipilu.,... 1 v- de 

1-rop- y ...,...-.., - •- -U.da -éril (O'Sulllv8D y Klaenlll•-· 
1993). E•e -odo • utilizó - laa .,.. .. .,.,ioaea de pHC79 --te pi" pa .. .............. -., e---de ... c ... 1r11eele•n pHCE y pHCH 

La• ....,.,...,.._, .. .,_ Ktivid8d que • obtuvieron ea la -bc:'°"8<:ióa • .....,._ 

.,_ pHCH y pHCE y • _.._ mediaate R•ri<:c:ióa .,_ laa -· Ec:o lll. 

Hindlll. BamHI, Balll. y Sma l. 



CllmYdcin y ......... del ..... p . .,.._._idM,a de L. awty/owww.. ... E. cull. 

~ • - loa a.a-- "°'1•1p-dlmtn .. ·- .. lacZ -- • 
pUCl9, -..i-e la ,....._ - ..... 111 y N .. I (236 plo) - _... imk:1a1. -
.......... _ .... .,_ el &as-o...,.... (322 plo). ""•-llico p ... la,..... lac 

Z T ....... •-la•-•P ... caracteriarla•--pHCHy 

pHCE: 

•) El e..-o Hilodlll-Sall (620 pb) de pBll322 e-llk:o del a• de reoiol-cill a 

.--. 
b) El .._o -Aval (102!1 plo) .. pHCH79 - U>ne ............ a- .. ... ...,..,... 
e) El..._º 8-3A(!IOO plt)---.. - e-- pHCH79. 

E•oa .._ ... • ....,._ como ....... p•r• .....W.r coa ... ~•nac:::ciollea y• 

el.,._ de la_... lacZ, para Ulridar - el ADN _ _.de L. .-Y'-. la• 
-011:Aioo_n ____ a, yla•-•-pHCHypHCE. 

Se .......... plOI- - de ... cep•• JMIOI tnaáormada• - ... 

c:cm""""'*-" pHCH y pHCE - In - la •ctivldad de P-placto.W. ... EolH 

• c:ulliv- - - LB ,,_ -kililul 70 11alml • y 0.4 a/litro de lacio.., - t•to 

-L.-1-•c:ullivó-medloLCMc:cmlactu .. al '"'•- ...... dealuco ... Se 

.-liaron ..._...,_.. de 1 litro pan - cxt...,.,ión. La• ,_._ de la• 

,,_.,._. .. •-- 1-...0 de iacubacióa de 48 hrs y P••• L. mroyl-.... file de 

6011n. 

Le exuaceión de protcfn• illtracelul8r en t.s transfonnantes de E. coll me realizó de t. . ..,.. .. _, 
A partir de 1 litro de cultivo. oc cooecharoo las bacteria& por .,_trlfilpción • 6.000 

rpm dunate 10 ..-utoa y 1e a.varan tres veces con •mort.ipador Tria. al 0.01 M. 



C...._... y_ ......... _..p p'ort ...... L -yl~- E. coll. 

pH 7. y .. &ul • -·--- 100 mi de -iau- de --.. O.OIM. 
pH7. 

La -- - --- • ·20 "C y ..._. •• 37"C. La _ .. - -
....... 5 ...... __ c:ido9del5 ........... cle-o-30cle......,_o. 

Al - - ...,_.... 0.05. de -p ............... ...,,..,....,. 37"C por 30 

-- Se --.6 p"'11 pn<:ipil•r lo• ralo•....,,.......,.• 9500 rpm ...._. 20 --· El - .. We ._ermdo • ccmaeló y• llo-. 
El~ doprot- • rnu_.ti6- - •1111Ktiau8dorcle tio-os 0.1 M. pH 7 • 

• ..... y...,......._. - --por el -odo de Lowry y c:ol. (1951). 

Por .. pute L. _,.,........,. • c:reci6 - LCM. con .. ctou •I 1% y allclui .... célullls • 

.,.,-.... y• lllv- - - el cm- de E. coli. Se lüzo el t--o ccm -
durwe 2 -._ Wn de .. ~ • tres ciclos de IO -o .. .,._ 30 s. de 

•-o por 30 • de -IHll-o. Las nueotns 11e congel8ron y d-aelaroa 

............... -p"'111isu ... b•cteriaa. 

_...... ............. y---SDS-PAGIE. 

Los extncto• de prot- illltncelul8r se •licuot•ron • 1.5 111& p•n .... ...-.. 

..__e P•n -- por SDS-PAGE (La...-i. 1970). Se ce- 150pg de 

.....,. .. del extncto crudo por pozo de cede mue.ar• y se -•r•ron por -rotbrala • 

- ..... de poli8cril8mld8 •I 10% y •I 7.5%. con y .... •lbúmin•. A ... -•de ... 
cep•• JMI03 tnallfilmwda•- pHCH. pHCE y pUCl9. •si como ... cepH JMI03 ... 

tr-úormer y L. mwylOl'OnU. se lea pncticó un ea .. yo de •ctiviclad de P.. .... cto.W. .. 

111 "'"' • SDS.PAGE ..........,liudos ea Tri• 0.1 M • pH 7.5 y ·- amivos. Las 
naaC91na M lllirvienlll O DO por 2 minutos anle& de ponerlas .. el ael. t..s badaia 

conellpOBdicntea • a.. P-plactosicbsas 11e detecteron por imnenióa del 9el en 

•moniguedor de f"o-o• que .,_tenúo solución de ONPG (0.05M) ea emonJsu8dor de 



e~ y expneión •• aen • P-~ •L. 01WYl°"ortU1- E. co/4. 

fiMfillos O.IM. pH 7. a t ......... ura ......... ....._. 24 lan ("-- .... Mcllúy. 

1996). 

La~• P,.plM>t...W.oa • ..WW. - el -odo de Mllln (1972). Lo•-YGS 

---a c:at>o......., .,__o 0.05 Mdeo-llil...-it- l'-D-..-....--.wo 
(ONPG)• _.,..._ .. fiHflll-0.IM a pH 7. c ...... ~ deme 30 ... de-. __ v....._ .. 300pl. .......... 30o60_ut_lareacci6a .. tlet..W.-la 

~ .. 500 ..... Na2C03 IM. La activilhd • exp....O - ,._._ .. ONPO 

.,.........., __ oy -----•3'7"C . 
........... 1611 .... , ................... 

El docto ... pH • lu p..p!ect...W.oa• de la•_....._, ... E. call y L. _,.¡.,._,.,, 
• tlet....i.6-.-........ lbdilt.,..citnto para el raago de pH de :Z.B.5 y de IO-o

gliclaa para el ... ao de pH • 7 • 12 • .,.. - iatervalo de 0.5 -w.... • -· -..... la det........,ióe de t_...,mara ópt- oe utiliza•-~ iMMoltlca• del 

-oayo s-.1 - - naso de 25 a 70"C - illtervalo• de 5"C. 

T....,... • caleulamm atau-o• parimelros '"inélieoa. para lo cual • nalb.aroe en .. yo• v-la~ de ••-o - - raago de 100 a 3000 .. M de ONPO. -

iiatervalo• de 100 .. M d...Se 100 • 1000 .. M. y ta...,iéa • illcluyeron la• 

--de-rato de 2000 y 3000 .. M. 

-··~ 



Clonación y e..:presión del gen de fl·galactosidaaa de L. amylm•,wu.~ en E. cull. 

RESULTADOS. 

·--·d6• - f-etJpe IJ-9•1.etooid••• pooili\'O 

La ectividad de P-p .. cto-.u i.s coloni•s de L. anr,)'IO'lYWUS en placas de LCM se 

reconoce lli • torea azul p•lido en presencia de X-gal. no como el azul oscuro que se 

obtiene en E. coll. Asf también. se pre&enta la actividad con colonias color azul p•lido en 

otra• cepaa de bacterias Wcticas como L. acidopl1i/11S, L. hrevis. L. p/a111arum, 

Lactobocillia casei ssp. casei .Laclohncil/11s casei ssp rhan111as11s (Collins y Thompson. 

1092 ). Les coloaUis de L. amy/m'Orlls presentan dicho f"enotipo cuando se encuentran en 

pre11e11cia de X-sal y es independiente de la presenci• de IPTG o l•ctou (foto 1 ). 

Fete l. C ...... tle L ...y/ol•fHWs ........... artiwitl .. • 
P ....... teútlMa r• ...... tlr LC!\I ro• x-. .. re-.••....,•· a) 
X1:al + IPTG. X1:al + l•t•••• e> X-11111. 



------~...--
Se COBlllU]IÓ - "- .-0 coa lb-o• del ADN c- de L. 

_.-de6810k.plo•Aal-IO a.-tllulode l.9X 1o•y-~del 

7-.. ._,,, '' -- Seillfio<:lóE.«>liYI089.,_. ................ alwo 

1000 """"'"de.._ - .,.g. ccm X-pi e IPTO. Eatte leo p .. C8 .. ..,arecillao ..._..de 

12 - .. • --ó la -Mütl .. P..pi.crooidau ( pl8cH uuln ) -i.-e deapuéa 

de 4 - Se ~ 14 pl8C8• de tioi& que -- 8diviclad de P.. 
.....,.....__ - - total apro-.... de 40. ooo pl8cao. Loa - .. ..,. 
f'eCG_.h::_.n • ~ de .... p .. ca-., de loa eu11les 8ÓIO c:imco volvierum a 

_....... .. 8divWad de p....-oaw. .. al ia!Cct•r cepas de E. coll YI089 y IMIOI. 

Ea-··.,.... ... --.. 11-..-0 ........ - ..... -. 2 ... -· 
• reftisencióoo ........ de le 8P•ricióa de le p'8C8 de lisia. L8 KliYidad ele le P.. 
~o .... • c._... parece•-- a.ay INúa .,..,,...._ - .... vector .......... • &• 

llllclo. E•o • _....,.. _ cap••P--• .._éalcas y lac Z....,clv•• • ........ 

al - ---· y --• - ~- H-. .. ica .. le activid8tl de p.. 
pl8crollid8• • ~ •<ajas de -.lio ....._y LB coa X-pi e IPTG, •tre 24 y ... -.----.. 
L8 .,.._.de acttvidad de IJ-plectollid8• en cepas E. coll YI089 ia&ctadas .,_los 

&ao• ~es ill4icll que .. • peur de la 110breeKpreaión del repre110r tac/ en E. 

coll. •• prat.... reprHOU Do produce reprcoión en el gen de la P..plactollid8sr 

pnw-e de L. amylovonu. Ml----.... 111 ... crosW.sa-llWoo 
De ...-. l>Kteriófiogoa que prereetaron activid•d en le pleca de tillis y ea cep•• de E. 

coli u-.-. .. oe ......_ _.....,que al amplifk:ane re oblenla un nwyor nW-.0 de 

bac:tcriólil90• recombiaante• que maaten'8n i. activided en el 100% de loa &goa. 

Ea 3 -- bacteriófllgo• -mantea aelecca•do .. oe clet....-ó el .. -

apro- de lo• laoertos mediaate la dlge•ióa del ADN con ... -· Eco llJ • 

BamlD. Hlndlll, Smal y Bglll (fotos 2 y 3 ). En all!UJIDS eones con le misma eazm. ae 

encontraron fiapnad.O• de tama8o similar entre lo• 3 bacterió&ao• que p~taroa .. 



~ pcnidv•. Lo• &so• ncon1tkzMttea pre-iaroe ill..rto• ..... 4. 7 • 11.12 kit 

(V• ..... 8). Lo• perftln - -· - COllllÍll -re los ..... --...... IJ-
.... y - .........,._ • .,.._ - .,__.. • COllllÍll lo• &a.-o• Eco IU de 

2.060 pi> (foto !!) y 3.280 plo (foto 6) de i.-... at·9P-pr. E•o ilMll<:a - luoy 

......i-- •la....- - • 111_.6 - los-eri6filao• y que.,-.,.,._ el a• 

.. p.. ....... ..-. ... 

TA8LA L TAMAAo- 1-EaTOS ll:NL09•ACTIEllJIWAGOlll'-GALACT0a-A. -....-. -· ~;!!::: ~;~~8 ~;~~9 .... iE:eim 
HIMW 2.'700 8.628 

2.0'76 2.0'76 -· 10.4'78 2.6!19 
3.090 
823 

BamHI '704'7 '7.04'7 '704'7 ..... 2.823 !1,889 !l.'740 
2.863 2.133 
4.399 4 30'7 

Eco ll I 3.284 4.631 !l.813 
2.060 3.284 3.284 

2.060 
T- 4.'7'76-!182'7 8.6211-10.4'7• 11.12'7 
_ ... _ 
L• •a g' -ADN • - ... u._ ... 111 .. - oe - _ ....... _. 

.. _ 4Mt......................... -..-c•~ .. --... ....... aaw ... • 
... cen 'al .. ADN ... llM•""'-a.E .... ......_• a _->'..._.. _ _....y ___ .... _.__ .. _______ ._ .... .,.... _ _.,._ .. _._E•.-------.... , ..................... . 
Pma comprobar que e.taa ........ t1011 semejantes entre si. M a .. eraroa ftapneato• del 

Aat:-911-.... ~ -nm.a de rntriccióa que .e utilizaron como ..,..daa. pan hibridar 

.,.., .. el ADN diaerido de loo.,...,. do• beoteriof•goa ~gt-61J-ger y ~-8P-pr. Eoto 

.., ... - , ... det ....... r la -•tibilidad entre le• regiones .:loaedea. 

•• 



Clonación y eJtpnelón del pn de P-~ cl9 / •. a•ylmoart1.!1 en E. co/I. 

23130pb .... _ 
6557pb 

2322pb 
20271* 

0

il J ji'~ 1 i J 1 i 'I •t ,,. ',., ! ~·-. 2122-..& • ,,, •..• ;: .. 
• . • •.f. 5148pb 

. , - ·. : . . ' ~;;= 
-· ~.lil. .... • . ~. ·-2027pb - .· ........... _,......., 

- 137'pb 

' _ . .,., .... 
'l 831pb -·-

F- Z. ADN .. - ........ ().at-9. :>.at-6. 1-f.a) •- .. .,......-. .,.-.. . ...-._ ._ _ •_....,E<• ... ._. n. :r K.- 1. Se ___ ._ __ 

.- c•a:a U 11• • ._ .._ ..... (<)y ... ..._• ADN • 

---... ...--.. ---... --1: .... 
(•), 

.. 

.... 
• 21226 

... 
#- .514• 

:- ;;;~ 

"' .. 1· 2027 119Dol 
¡ 1.584 
\ 1)7.5 

...... ;J. ADN .. le• 11-rié-n r«•- .-..-. 
c-•-HI. Hlmlllll.S..1. ~ • ....._ ............ 
cerrn ...... • ... imcrtea(<J. 



C~ y ••..-;ófl del pn • p~galactoeidma *'L. O#l.vlm•1wt1." en E. cu//. 

detenniúltdooe - en posible que hubier• un• resión ea c:ollllÍll • loo tres fqos 

recomhia-tea. 

e- i. - ..__ .... "°""' Hilldll de 2.076 pb de A81·91J-pl* oe ..... ......._ 

ltihrida- - muy ci.r .. ~el DNA de lo• h8e1eriof•11os A81·6'J-pr y ~-BP,..pl" 

y coa el ADN crotno..,....I de L. Qlfl(vlovonu (ver f"oto 4). Coa ... 90ltd8 no file po- delenniur si ...i.M hibriobción polliliv•. posib-te -_.u. • •'-8 
rcaióll m .. veo:iltclad del 8eD de P-11• .. ctosid•sa. Entoncea se uailizmron otF•• aonct.s 

d__. ..... .,_ E<:oRI de 2.060 y 3.2llO pb de AIJl-91J-1J•I+ p•n -~nr -iMte 

hibridlacióe ........... --••ri•s que pudier... c:otteap-der •I 11ea de P
pl8clollid8M y lldc>c<:lonar &•-loa 11r•ndes que •I - subclon8Clos p.-ticea I• 

intcpid8d del ..... 

a C D • • G M,~ 

21226 • -
3148 -
-

F ... 4. .......-.... re...._ C'•• I• ..... ••• d• .. e C'W 
..-_. -11-2976 • J.st-9. A) Man-•'* PM
ll:ceRI +-H. 8) ADN '* Aat·• <lip-• •- -111. CI 
ADN •~DI ADN • ~ IE.F.G y H) ~ ... 

· ADN C'F••H-.. • L ,,.,,,.,....,,,..,. C'- S- .IAI ....... Ahl I 

y ·-· respecli"-· L.. •-.. -.. .... 
• -.-,. ·---... --(<). 

'" 



En ICOdes parcialn ~ Eco ll I del ADN de loa otros bactcriof•ao• que QJIH..-.d• 
• ll'a-oo ........ • ol>OCTVó loillrido<:ióa pooilivo <:OD c•H -· (vw 5 y 6 ). No 
....... • mo•n> uaa mejor hibridación y en un lllll)'ot' número ele hamclaa con .. 

_. E<:o lll ok 2,060 plt obl-ida de A.Bt-<>-P-1101+. Se detcnniaanm lo• oilio• de 

·--·.,_lo•-• Eco lll. Bglll. Smol y BomHI. delia.no que• -ro 

c.__ - A.p-9-P-sal+. utilWuldo lo e•rotcgüo de dobles dige•-c• ae -•ruyó .. 
._. de .-ri<:<:ióo (ver ti-• 6). Po•erionnente cuando oc oblvvó lo -da Loe Z 

Pvull de pUCl9 oe realizó lo hibridación INlllrado en la foco 7. donde oc observa que 

-e lúllrida<:ión .,_ ........ obtenidas a panil" de lo dig-ión del ADN de A.p-9-P

pl+. 

==-'., .. 
5141 
4261 

3530 

2021 
IS&4 
1375 

<U1 
Bll 

!164 t 

e D G H t -e -.a.e 

• :::'A: -..J -.- ::~ ....... ~ .. 

- -. 1 

F ... 9. H....._._ e- la ..... .__. .... c•-Ece Kl 2 ... tle ~·• ce9 

el ADN ·--- 11-..W..•• A. --A)--· -
- IEceaa+H-111 •• , ADN • A.at-• tllae .... ·- IEc• .. ( ·-
...-., ... D) ADN • ).at.a tllp- •- H ... 111. IE) Dianti611 •--· * 
).at.a • t') .,..._ ._ IEca lll * ).at-S • G) ADN * ).at-6 ,..._ .-

H-111. H) ......... •- - Hl * ).at-6. 1) ~ •- IEc• aa * ).at-
L Se elle__._ .................. e•• Wllri••'6• pe9ill~• (<). 

~2 



212261-- .• 

514'8 i 
4268 1 
l5lo 

2027 .... 
ll75 

947 
111 

.e 

-~~e ...... ~. --=. 
..... 6. H-.w.rW. ce9 .. _.. ---.... c.,... Eco a1 .1299 *' &et·• c.- el 
ADN ............. ~ .......... A ...-lti•-kL A)Marc ..... tle:PM ,....._ 
IEce al+HllMllll •• , ADN ................. e- Ece ••• ~ .... ......_. .. D) ADN * ~--~ c.. 11111111111. IE) -..SCW. • Ast-8 e- ... HI. f') .,.....W. tle 
>.al-8 c.- ke a1. G) ADN * >.et-6 -- cea H .... 111. Hl - • >.al-6 
ce. -HL h .......... * a..c-a e- El:• a1. Se et1C11etd.ra• _....._ laa ...... e_......._ ... .....,...,<). 

..... '1. Hl~r141ac ... e- I• ~.•'-"e Z fr .. llWtlt• aMnaitl9 per • ._......c.. 
Pwll * •IJCl9. A) Marc ... r 1-bd• con Eco al +Hi••HI •• , ADN * Ast-9 
tliaeritle c.- Eco al;.C) DipRIÓll cott •••HI y Dt Di&estW. cott Hi ... 111. F. G 7 ff) 
ADN e~ • L .-ylot'fW• .. M&erido c .. Ece a1 .... HI 7 Hl .. 111 ....-m...... .. -·· ....... (COIHrol po•itiwo) ... , llnte *' .uc •• ... ... 
fr,.....ao ...- co~tle a I• so•d• •control IH'&•livo). Se ewc:IMatra• --•••••• 
las lt ... as e- Mltl"WlacW. pasiliva •<). 



........ ~i ..... , ... 
OIWyl~.- CCMflere 
_¡_ . .....,._ 

a.-ta(30,!00) 

S..1(27 .620) 

B.W(23,670) 

F1a- 6 M- .. na-clM ... -- ,.. el ••writll•• -- J.at-9 - le c-.. .. _._.P1_.W_Se_lrem_• ... ....._. .. ,. __ 
.. - ... -·--· ... --- ........ ____ _ 
.-.. .-..W._ el_ ... ••leri61 .. • A&l-10. 



s.-...... -·-· 
La activiclacl de laa coloniea recombiaante• en phcas de LB con Xpl ea muy parecida a 

la que M IDUUlra ea laa colonias de L. amylovorus (ver f'oto B). La activida4 ele P-

p~omidau de laa tr•úonnantes ac parece a la que se reconoce e" L. atfl)'/°"°""3 

cuaado laa colonia• .., tona- azul p•lido en pt'esencia de X-gal. Loa fi'a~oa 

resuhantes de la cligeotióe par<:ial "- E<:o IU (de 5.BOO y 5,230) del ADN de 1..gt-9-P

gal• y connpondiellltea al inserto. fueron aislados por electroelución. Se eligicroe los 

vectores: pKk223 por tm« un promotor fiaene para la expresión. pBk322 y pHC79 

por • capaá&llwl pan aceptar ltapncatos m11yores de 3.000 pb. Además el có.anido 

pHC79 o&ece la ventaj8 de &el' ~aquctado ea cápsidea de baaeriófagoa e inf'ectar con 

uaa alta cfk•ci.m de tnnsfonnaición en E. coli. Solamente en las COll•rucciones con 

pHC79 ae obtuvm- tranúormantes (JM 103) """ a<:tividad de P-l!•lactooiclau d-uéa 

de 48 hona de incubación. Tanto la 1:epa L. amylowwau como ... tr-afonDIUltc• 

Pre9CBl- la actividad en placas con X- gal sin IPTG. lo que sugiere para ambos ca110a 

que et IPTG ao ea iaductor para ellta P-gahctosidasa. 

F ... L Adi~ M P-sllllKtadda•• e• la ttpa tle & e.n 
.IMIU ._ .. .-. 4e pllCE y pllCll. e_,__ 
......_ _.,.._.. ,. ••ltcl9--'ti• t1e la P- aalatct..W.. t1e 
1- ..,..,...,,..... D _.. c~111r L& .. ar y 6-ic......_. X· 
.... N• ~ .......... - .. - lle les U...Ct•na c..-chh• ..... ., ...... ...._ .. 



Se obl1IVÍCl'Oll 14 lr-d"ol'lllllllle• P.•alactoaid•sa posilivas conlnaida• en el ailio Hilldlll 

de pHC79 y 13 1,.............,1.,. -•ruida• en el sitio E~o lll de ptfC79, Se eJ<t~ 

en pnp•racioaes • pequda ew:a .. loa cósmidos de alsun•• de e81aa lraafbnnaalea p•ra 

verifkar 8i 1mm Íllllel'to. Se aec;::eailó modificar la extracción del cóunido debido a que 

.,_el prottx:olo oriaioo•I de lillia •lc•lin•. no se obtcnúi ADN de ... lr•...,._ea.,.. 

actividad .... que si se obtiene el vector original (pHC79). Los cósmidoa denominados 

como pHCE y pHCH. extraidoa con el prot04;olo modificado. podúm ser di•erido• con 

--.. de rntricc..ióft aunque e111 ~&iones presentaban digestiones par.:ialea (ver fulo 

9 y 10). c ... ntaa extrmcciones a panir de las transf'o111111ntes con actividad. M conoboró 

a. exi.~ia del cóamido y .. presencia de inseno en éste. Para co ... robar que eml:aa 2 

conlllruccioeti. ..,.. ... poltadorm• del sen de P-salactosidasa y reapoaubles de la 

actividad - laa cepa• tr-sfonnadaa ae procedió de la sisuieate manera: 

pb 
23130 

9416 

6557 

23.:!2 
2027 

."'?' ,..·· • 

~--1~~~·:+.1::~ ---. -~I~~-:.._ ... 
. ::¡-:.L ~ ~ 

41.' 

F... •• ~ftfl•FllC'.i•IW• • APN ......... • .. 
c_._d-.e• .-e c..-.reo• llC'dvid .. • P-aallM't• .... • ftl 

-·E.colL 



C..__...y ................ P-............. cleL -y/OiW1trW16-E. C'Oll. 

EIADN°"'.WO •i.at-tes•-P ... .....,...._ _ _... ___ 

lu - .. E. col# 1M 101, 103 y 105, .. ....,-.... - .... a. - .. p. 

......,.__ ........... _..... --· - ... .,....._ - L. --

---.... -·-·---•adp61ido. 
Se udliw loo pM-. pHCH y pHCE p ... w -aizadoo por •-k:dáii (....- filto 
IO)y •olotuvo .. _ .. _ .. pHCE--te ......... .,.._pua 
....,..._ ... -. .. _(vw8-a7).Eaclaro -la•dis __ ,._ 

ea.-- - -. de cmte, - p•n pHC79 - úaicoo, o que - --. - • 
.. .,._ .... ....., ..... rlcdóolS-1. E•oooitiosrnrn..,-.a-o 

-._.o--..... Se ""-vó - •-o• apro--te 5,231pl>, .,.. ollloo 

-.. • .,. -c-..loa - el._. de reotricclóa de :lgt-9-p.pa+. Al.,.,_ ... a-
_ .... - .. :lat-91J-pl+ y de pHCE _,.,_, .. _. - .U.e - - loo 

-·-- ....... O, el 18- del VectOI" illdk:aba - 8 -dal --· 
al - _. - al .......... Er• po--• -.. _ _,,__ ..__ _. 
np6a - cornop...U... al vector pHC79 . 

.... 1& "le llrarr .. a. c ..... •dewa •HCH y •HCE ..... • ___.... 

.. _ .. -.-.s-a,ol-pHC'79 __ .....,.. -· 

.............................. lt ..... c- .-c ...... , E 

n • 'w .. ...._... ct.ra.ie n1 •HC79 y·- cew9ent1 ~ • 
,_..._, '1 t(<)a 

.... 



Clonac::ión y expresión del aen de p~plKtotldasa de L. a111ylovortu en E. co/I. 

Ecolll 
o 

..,.. 

l,'67 
OamHI 

EcoRI S,231 
Hindlll 29 

..... .,-.. ...... -..-- ·---e1-
Ece RI - "'"'- pHC"9 y -·- como pHCE. L11 ....--.. k y CO.S- pHC'79 loa•_ ... __ ._ 
esta ~•recc'611 .. r lo.__ 8ále ............ 4. 2611 .. ... 
weclerorielaaL 

Con el fin de comprobar que el fragmento donado en pltC79 conesponde a una P
galactosidasa y probar la posible similitud del gen tac Z de E. co/i con el gen de P
plactosidasa de L. amylovorus. Las construciones y el ADN cromosoma( de 

L.amylovor11s se hibridaron con el fragmento del aen lacZ de pUCl9 (obtenido por la 

digestión con Hindlll y Ndel ). Se obtuvieron resultados positivos en la hibridación de 

la sonda de lucZ de pUCl9 con las construcciones pHCll y pHCE. asf como con un 

fragmento obtenido de la digestión del ADN cromosomal de L. arny/ovorus con Bam 

HI (ver fotos 1 1 y 12). 

... 



Clonación y exprnión del gen de P·galacta.idaaa de L umyluvrwu.., en /!..: cull. 
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llllCll 7 pllC'E CH~ Et•• e-.._~ e- el ADN e,._., 
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~ ................ b .......... prew11t•..- ......... ... 
..-.W.C<t. 
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................... !l k.p.111. • I• tliaratkill •I A.UN e~ .. .. 
L _,,,_.._... A) ADN r~•I tle L ._,.,....,,., ... ..... 
e- •••HI. •) p•IU22. C)plJC 19. Dt La•W• Ec.al+HilNllll. 
Se ftlC-lr• _.. ..... I• b••tl• de L ,.,..ylo•'On.• .. p,._.le 
llarltlacW. peMtiw• f<). 



Clonación y expresión del gen de P·galactmidasa de/.. am_vlm'fWK~ en E. coll. 

Dado que en po9ible que .. &ODd• fi:ontuviese •un w1 li'•gmeato de pBll322 que 

pudieM laibridar ~ parte del vector PHC79. se utilizó otra &Onda que eKchasivameate 

conap.-tdie a IMll &apnento inten10 de lac Z (digestión Pvu 11 ). Lti sond• Loe Z se 

hlbridó coa ... coe•naccicmes Agt-91J-11al', pHCH • pllCE. y ADN cromo.......i de L. 

amy/OWJrtU: En el caso de a. hihrid•ción con el ADN digerido de AB1--CJP-pr- exi•ea 

rePoae• co...,lcmentarÜI• que permiten observ•r una h•nd• que hibrida con I• aonda Lac 

Z de E. coll. Ta...W. ea el ADN cromosoltl81 de L. amylovorus diserido coa Hindlll ac 

preMllt• ... hibridacióll débil con I• miS11111 sond• (foto 7). Cu•ndo se hibridó ~ .. 

llOftd8 Lati: Z ~ 11 de pUC19 &e obtuvieron h•nd•• de hibrid•ción con el ADN de 

Aat·CJtl-a•I+ en la• di9e•iones con Eco RI. una h•nda de 2.060 y con Hiadlll ea un• 

bandai de aproxinmcbmente '·000 pb (ver foto 7) que no h•bia sido detectad• 

anterionnellte en loa 9eles de •a•rou. ya que &álo se •preci•b• bien un• b•d• de 2.076 

pb. E•• bandai de 5000 pb bien puede conesponder a la región del inserto e•inuido en 

11~ 127 pb. al digerir con otras enzimas. Sin embargo en l•s hibridaciones realiuclas con 

a.a con•naccioae• pHCH y pHCE no se presenta seilal de hibridación con la sonct. Uc 

Z Pvull. a peur de la actividad de JJ-galactosidasa que continú•n confiriendo elllas 

coaaruccionca (foto 13 ). 

F•e 11 H•~- * I• •• ... * l1te Z. Ir .. _.•~ .. r 
~ *11 •tJC 19 t- Pwllll. t•• 1 .. t•lltrUC'demea •HCH y 
pHCE. A.) pVC 19. a1 palUZZ. CI pllC79. DI pl.lt'l;t lpl- * 
~). E> c-t .... dH pllC'.11. F) c ... n.cdé• pllCE. G) 
M.-c ... r tle PM ...... f.:t•RI +lli .. 111. Se ~ ... .-.. r- _... .... 
I• ....._ .__. preH•t• ... n W~ridadán pomili~• (<a. 
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aa..ciáfty_prnián.lpnclep-............... L. -yl~•E. coll. 

S.""-"• - - dlillil lollorideclóll .,_loa plá- pHCH y pBll322 (-...lea 

-IY-), - •lli .,_ .. pMiomido pU513. - ........ ....._.. •,.. ......-. nmiáa 
ca .. I - ~ i.-. lac Z .....,. .. y lo• pléomidoa. a...-. ............. 
pUCl9 ... w.I ...._ pmlte de i. - filmiu. que pHC?9 y p81l322. - lo -

---...-..- comúa . 

..... _,..._ - i.a cc.•""'40ioe .. pHCH y pHCE i. pérdida de - nPáa 
COC'l'••vmti te al vector pHC79. • re•lial"Oll hibridadoa- ca. ...... que 

teOl'l'e•a•d• • ... ..po... de relli••ci8 a tetr•ck:lilut (Tc"J y al 9itio de 

riei.;a•a ' f o .................... ,º (Cia!r) de pHC79. S. -coatrú ...- la• 

--pHCE y pHCH ao •ibrioba c:oa i. -.b coneop-.tleate • Te. -...,. 

- oi lo"- el -rol po.itlvo. y el vector pHC?9. C- .. utiliaó i. -. de 

500 pb - -•••-- • i. resion de c .... -a hlbricló coa loa pMimlidoo pHCH?9 y 

p81l322. •• .,_ - pUCl9 (foto 14). lo que sipi&a que ••Y uea.....,. - comúa 
de pBll322( pMimoido p.._t.i de lo• do• aateriores). Ea ca-lo el pMiomldo pU513 de 

Strr~• - - .. a1a_. -.i de hibridación. u• coa•ruccloaeo pHCE y 

pHCH ao ..._ •-•de loll>ridacióa al8Ufta por lo que ae -· q- -a .....,. de 

500 pb COS y po•le•-• el •- de Te k de 1025 pb •aa oido elinmado• de i. 

~~ • lea recombillentea. ... que representan una pérdida de apmximadli.,...e 

1525 pb del vector oriaiouol. por lo que re•an 4834 pb en las c-•ruccloaea. E•o 

.,__.., - el -· de reotriccióa. que presenta una resióa de 4268 pb del vector 

........, .. por lo - •puede -- que la pérdida fil• ..,.yor •lo• 1525 pb 

comprobado• por lübrid.ación. Se coaserv•n únic•mente los senes de remi•caci8 a 

_.,...y el oitio de oria- de replicocióa (ver foto 14). E•o ..-cuerda - el 

c .. otipo p...-Caclo ..... 1ranalb1111U1le• y• que no prcSClll•• resi•mcill • teuaciclilu. 

pero tá a ....,icilina. U• coa•n1ccioae• que se eKtrajeron ftaeroa sometida• • un 

...-do -mq-amiento. .m reoukadoo en la inf"ección debido • la pérdida de la 

rqi6m COS que llirve de l'Cf;Ollocimiento • ... proteín•s emp•quetador•a. 



Clonación y ex.presiOn det g,en de p~galactosiclaaa de / •. a,.,y/m•m·u.v en I:.". C"flll. 

•- 14 -- e- I• ·- COS .. .._.. • 
........_ .. r ~· e-s- 3A.I c•-r• IM c•Mh"lllre-..e• 
•HCH S' •HC'E. A) -- .. PM 1- Ec.at •• , e-- pHCL C) c-1....w. pHCH. 0) •U!IU 
(e- -Mlv•). E) pHC""M. F) p•IUU. G) •llCI•. 

Este mismo ..... erial se utilizó para tl"ansfonnar a bacterias E. C'olt JM 103 competentes 

por clonuo de calcio pal'• obtener W1 f"euotipo ~gatactosidasa positivo. 

C•ractet'lzaeh\n de la P-salacto•ida•• donada. 

Se coetinuó en la caracterizaciim de la p-gatactosidasa que se extrajó de las 

uansf"onnante~ asi como la de E. co/i de tas cepas HOIOt y JMl03 (pUClCJ). No file 

posa"ble ohtenel" un extracto enzimático con actividad Je ta cc¡,a HOIOI. a pesar de ser 

inducid8 con IPTG y lactosa. por esto se optó por utili7.ar ta cepa JM 103 transfonnada 

con el vector pUC l CJ que le confiere sobrexpresión de la J}-galactosidasa. De esta cepa 

se obtuvieron lo• extractos con actividad que se utilizaron en la caracteriución . La J\
galactoaidasa de E. colt pl"esentó Wl pH óptimo de 7-7.5 ; cu el caso de L. aniylOVCWU!l 

éste se presenta ea 6.5. En cambio las f\-galactosidaus de las tran&fonnantes pHCH y 

pHCE registraron un pH óptimo entre 7 )' 7.5. (ver gráficas 1-4 
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a...cw.yn .............. ,._~ .. L .-yl~-E. ca/I. 

120 120 

1 
100 

.!\__, 
100 

llO 1 llO ... • llO • fJO 

f .a f .a 

20 20 

o • 5 11 7 • 11 5 11 7 11 11 

~ 

1--L--•I 
I!!:! 

1-E.cotl' 

G-• llJ'2.e.-.. et•H..,._ ·--•laP.. 
.- , ----...-..-· .. -""'UC19JU-- IM6 .. MONl'Cl-1-,ll'·L --
( 1~92.9 .. MOlllPG/ __ ,_ 

120 
~-------. 

1 
-8 

J 

100 

llO 

llO 

20 

o 

pH pH 

-- E. coli (PH_c_EJ 1 1 - E. coti (pHCH) 1 
cnne .. .11y•.s.p ....... e1pH......_..,, .. ~ 
11 a1t 1 .... ce. ... C0.81nlCC.._.. pHCH ~ .... CI: ... In ___ ,,_._ ..... --L 
............. 1:1 1•% • Kd~ ea e411dw....._ • '112 flM 
OIWGl-1- - la -~- •llCI: ll' .. llU 11M OlllPG,_ __ .,HCH. 



C~y-,..._¡ón•1 aen•P· ........... d9 L. O#e)llovurtd- E. co/J. 

Ell lo - • ...-. • la t_...... ópt-. la IJ-pla<:tollidllu de E. coli t- -

100%de- a 35ºC, la c:ual .._.,....a - 30% _..., - - a 45"C, y a 

50"C ya - ... y actividad . E11 .,......, • L. _,,,,,._,.. • •-.ó - la p. 
..-.......... - 100% ... -ividad • 40"C y -- ............. 30% ... - • 
50"C. ~•-nti..- laml_t_..ura óptU.. pan la-dela 

p...-.,-. e-- (pmv--.e de L . .-y/_,..). éal• ea de 45"C t--
70 • 85% de la activida4 • 50"C. T-o la IJ-pla<:tollidllu de L. _,,,.,...,,.,,.. - la 

de ... ......,._.. - - -or tennolabilldacl qoe la p..p1act..-u de 

E.coli. & .-a --- a<:tividad residual de la - - - ,_.,._.de 
50"C, lo c:ual -6 aipificMivo, to- cm cuenta que - la --. de E. coll • 

..,_. .. - • la..._ t_.lura. Aunque e.U.--· - la P
plact-W.u de L. aMYl"""'""'yla de laatnaú-tea. E•o.,--. •la poca 

a<:tivida4I - -..- el -•-o de L. OllfY/OWJnU y que po.,.._• - -
.__-. pan.-• loa pará-roa reales de-• - (ver......,_. 5-8). 

Loa d8toa de la actividad que M obluviCl'oa en loa extr•ctoa e pH de 7 y a 37° C M 

- - la t- 9. Se aprecia que la •<:tlvidad obt•ida - loa -.-os de L. 

OllfYI-.. - - baja - co-•raci6n de lao 111111úo1'11111Blea y E. coli. 

11MJma protefn• Activid•d e1pecifica -.protelaa 

L.aMYI..._ 1284.70 21.41 0.071 

E. coli(pUCl9) 109,337 1822 O.IS 

E. coll(pHCH) 65,018 1083 0.04548 

E. coli(pHCEJ 130,769 2179 0.022 ª-·-- ... -·--.. -.....- ..... __ wlla ............... M •• H?.a3~.y a•M•ONPG. 
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Ell cueMo lo• v•...._ ollleaido• p•r• .. Km y .. Vma" que • mue•r•• - .. t.W. 10. M 
8Pnci8 ...... .......,,_. _ _..._. valon• lllUY cerc-o• eetrc mi y ..,Y ~In• 

lo8ollt..W.a-E. coll y L. Ollfy/_,.._ -._-..1- IOv..,.._o --Hay--.. - E. coll -no valorea e,..,-.a1ea dhlilltoa •la Km de 
2.1- ONPGI- a pH 6.8 a 40"C - la c:epa ML (Boaer y ~ 1959). C- nc:on18r 

-----c:ep•-la-•e•á-"Pre......,laP..plado.W.u.y 

que ea .... Clleo • lúcieroa 18• det.....-.Cioacs en eJdhictoa no puri8c8dos. pero en 

~illélllktl•p•r• laadi•illt•• ......... .. 

~ .. .,. .......,. _.,_que ... com•ruccioeea .,.......,._E. coll. 1-. 
__ .__ ___ L.~/....,......E•opuede-•--~· 

_........,_-de ....... pro-or del plásmido. asi que no ea aujeto a repaladóe 

- el rep- loe/ de E. coll. E•o permitió en cierto arado •- u.a caractarlDc:ióoo de-. ..... -. - a peur de que ae .,..,. de L . ..,,.ylovonu. loa valona INüo• de 

~ mu ._ u.-ili:dad a loa panímctros obtenidoa. Ea camllio ..... Y 

lipilkaitivo .- .. • ..... tna.Cormantea • obluvinea valorea •- pueddoa. aua - ---º .... purllk:ar. 
rAm.A I& -.rllOS CIN/trlCOS DE LA /1-GALACJOSIDASA DE &.SJll.L F-'-. 
AM'WLD.....,.U.~ 

__ ,_ 
V _,._ ( mafprot) 

Km(mM) 

E.. co/llM103 [pUCl9) 1078.74 26.11691 

L.~ 10.01602 0.1962 

E. co/I IM103[pHCHJ 4321.52 2.06 

E. coll JM I03[pHCEJ 6360.91 2.238 

Se ....... _.... ... _............_."' ... rewa cw• .. r•dwa .. ......._ 
ONl'Gy ........ -_. ... _.•JJ••-• .. -•• _.,._ • ._ __ 

----- _.de protel•• l•traeel• .. r de ... tr•••'or•••tn. 
Además de laa difin"-ciH establecidas en la actividad de la jl-galactosidau ckmada de 

L. a111y/O'tlafttl8 y .. de E. coll. M realiz.ó una caracterización elcdrofbrélica para 

.... 



........,_ --.,. .... ---·-- ... ·--· .................. -... .,.. .. 

... --....y---.-ladetec:c:W. l11•itN de .. _dela•---.. 

y .. E . .,.,¡; y - la .. -..:láot clel PM. E•o• --• petlllk- - 18 
...._ daeMa .. L._.,_.... de la de E. coll. Pan-º·•_,..__._ .,..._oa 
• ' f •.- .. la ..... tonn. que ea la caracterizacióa ele la activiclad. Se CarpnM la• 

-· .......,,,. - SDS-PAOE al 10 "• y 7.5% ele polillcrila ................. de 
IM.ÍOI"........,.,. pan -arar 18a protelBa• mayorco ele 100 kDa lo• ..... al 7.5%. 

- ...,... • - la aaiviclacl ele 18 IJ-plaaolliclau. Se -alía.- al -

,._., -a de E. coll y ele la• tnaúonnanteo que porta- las -•
pHCH y pHCE. Sa -.,a el patróe - 18• trenúo,_tca a--.lo 18 __ ..._.. 

.. are-a•-· de 77. 43. 34. 26 y 22 !Lo. ele PM aproJdmacla-• y -

.,_... • allo pno molecular (ver fOlo 15). De las extrac:cioaea ea L. 0111ylOWJJnl6 • -º-.,........ - deprotelBa - .. q- .. extrajo de la·----

- - - 8Ctivldecl de P-••-olliclau -y baja. por lo que al-•• .... exiltia 
- .,...... de protelBa - lao b .. cla• ele alto pno mole<:ular - las cuales 

.,......_ - la 1'-plaaollicla.. no ae apreció ninsuna banda de -iviclacl pero 

lli•""-"a._ ........ benclaoclcproteátHconaltoPM (Coto 17. carrilF). 

--.... IHlfto- ÜI -· 

Para -- la aalviclacl - los •eles ele polia1mlamida ae utilizó BSA ( a-. Mriea 
bovina) ~ aamte protector de la enzima. Se carg11ron .... e•raa llCA'idaa y 9ÍD 

ltervir - •eles lcNatico• ele SDS-PAGE que po•e-nnente .,. .. reaatun6-a. La 

enzima MI iaacttvó en las naae.a.raa hervida• ya que no presentó bandas de KtiYidacl. pcw 

lo que ea - _..._ tC<mOlibil. y en el gel ele nweouas llin hervir se ........,.,._banda• 

de activiclad en las mue•raa proveniente• de t.• tranúonnantea ( vCI' f"Olo 16 ). Se 

detectaron ea SDS-PAGE reaatmalizado~ la aparición de bandas coa aa:ividad. de p.. 
plaetolÍ4a• c;:oneapondientes a loa extra..-:tos de laa cepas tl'an..Connadaa ele E. col' 

IM103 por cada con•rucción (ver foto 17 ) pero no oe apreció b-cla de aaividad - el 

cJdl'ado ele la ""ª de E. coll HB 1o1 lac Z •. Se cakuló un tamaBo que conetllpODde a 

133.0!kDa. Se continuó tl'abajando en otl'os geles pal'a obtenCI' m el tniSlno ac1 la 

... 

·-·--'-•··--·-····"- ·---------~·--····----------



Clonación y expresión del gen de fJ-galactoaidasa de L. amytnwwu..w en E. c"li. 
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ftlNI • ._._....._.. c-arrespe_..,_.. • peae11 malHtllarea 
• 77 • .U. 34. 26 y ZZ .. o.. Al ....., __ * P.M.. 
•IE-• • /E. n>ll .JMIOJ. CI Estr-• • /E. ...U H•1e1. 
D,Eatract• tle E. .-oll .JMleJiCpHC~Et. E• Eatrac-la •E. .-oll 
.JMIN(pHCHI-

actividad ¡,, sltu de la P-pbctosidasa de E.coli, L. amy/cn'Ol"11s y de las transf'onnantea. 

aunque .e utilizó la cepa HBIOI inducida con IPTG no se obtuvieron extractos que 

dieran hancbis de actividad en el gel. se utilizó entonces la cepa JM 103 lranafomuda con 

el pláunido pUCl9 que le iconfiere el f"enotipo de ll-galactosidasa positivo sin resultado . .. 
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; 200k0. 

116.25 kDa 

97.••Da 

·- 66.2kDa 

-.. •SkDa 

-29k0a 

·- 1'7. SIJS.PAGE •- ... _.._ .. '7.!1% ,,_ oe 
6-lk- e- .. Y ... ~•- ...... * P~ .,.e 
c.,..., .... a• le wtlwWM • P ....... rt•litl•a. E•t ... ...._ 

- - - --- • 1.».e!I .. _ ,,_. -•-w-o. A) ---r a PM. •)E. C.U .IMIU. C) lf.. 
-" H•t•I. 0) pffCE. E) pHCH. FI L --·· G) 
--r•PM. 

Se prohairon .,.... muntnis en un Mel n•tivo en c•so que 1• presencill de SOS •~•rá a. 
.ccividacl de le enzilne de E. coli y pan1 separ•r por su carga .. en caso de aer pal'eCido el 

tamaao de las 1)-plaaosidasas de E. coli y las transl"onnantes. En los aeles nativos sin 

SDS 11e id•tifkaron '" sltu las bandas de actividad de fl-phu;tosidau de las 

tnaúorna:arre.. pero no fbe posible c.lcular el tam.ilo de las proteinas ye que pre.ata 

otro ,,.arón de mi9ración y los 11N1rcadores de peso molKular migran de f"ontu1 tfif"create 

(ver f"oto ta). Tampoco se observó actividad en las muestras de HBIOI. Se probaron 

entonces muestras de JJ-salactosidasa que usualmente se u1ili.zan como tnan:adores de 

PM (SIGMA.) en su f"ornu de 1nonómef'o .. fueron resuspendidas en emonipadlor de 

f'os&tos • pff 7 esper•ndo que en est• nwestra se •sn~garan los rnonómeros p•r• 
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Clonación y expresión del pn de fl-g;¡lactmidaaa de / .. "'"·"'°''''""'en /?. coli. 

fitft118r el tctl"Ílmero •ctivo. En po111eriores elect.-oforesi& coa SDS-PA<iE 

re9atuntizacloa. laa rnuc-..-aa de P-aalactosidau de E. coli si preunta.-oe una .._da ele 

actividad aniba de el último marcador de PM de 200k.Da .. que puocle conelipOllcleT al 

multímcro de 46' U>a. En el gel donde se revelaron las band•s de proteillaa. cami •o ae 

observa la banda que conempondió a la b•nda de actividad de E. co1'.. pe.-o mi • obllelva 

que la mayot" cantidad de proteina de la na1elillra rorma ta banda que conetlpOllClc al 

lllOllÓllleRJ inaaft'o. Se nquicre muy poca protehla de E. coli en rorma de tetrimero 

pa.-a f'ormar la banda de actividad. Al co.,.ara.- con las bandas de actividad de las 

tranaf'Ol'Dlalltea e•a• tienen una Jt.~a .. ctoaidau activ• menor que el tetrilhel"O activo de 

E. coll .. aMniano .. el tnODÓmero de E. coli ea menor y no presenta activicbtd (foto 19 y 

20). 

Fe .. 18. Gd -"• de ...... ril-• .. 7.!I .... ..__ -
.. ~ ........... •tiWtl .. lle laa ce .. tr11ede9n. pere 
- Mi - E. coll. Al L -"--•· •IPHCH. C) pllCL DI 
H•IOI. E) .IMIU .. F) 11111rr .. •r M prao ..tft .. •r. 
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~,,.....-.. _•l'-IP'--a4oL._,__E. <o/I. 

Ea .. SDll-PAOE -~ -laa"-'la•- .,- _...., ........ 
_...___ .. ___ _...( 133.0!IU>ll)_lr .... •1•••(116 

lll>a) .. E. coll ( - ....... 19 y 20 ). Hay - - _ .. .,...............,. .... .......... ~-E.coll _____ ...._ .. _.. __ .. 

f 'º· 
___ ......, ........... _.,..._.-.d-laprot ..... 116U>a ..... 

.. .,.. .. L._,.,..._..._ eepooiNeo11t-1a..-1ns1111.....W. ala Mja 

.,...... ............. _.,_ -e>dnlda y Ir amy bllla ~ Mla P....i--u 
_ ,.. 1 ... _ .....,_ -" cwidPd da.--

"'-•-•la cwidPd da p--. - et aet - la~ po.,.. • dJccBr Ir 

.....- .. laaphlt .... a. ao file po----9el donde M revelrn lJ ~ .. .,.. ............ _... ... L.---· 
.. • .e_. D 

-

·- ... Zlmetl- - ·- .. - .. P-....... , ..... .-. ........ e_..._-.... e_---~ 
~---- .. -•1ap...--.. IC.cwlly .. la ___ ... c __ pHCHy 

pllCL A) pHCH. •> pHCIE. C) ~ .. /1C. cwll 
l!lipoll). D>--r * PM. 

n 

1 

1 



.. • 
200kDa 

116.2!1k0a 
97.4kl>a 

66.21F;Da 

.:?9kDa 

.. _H. SDS-PAGE * .,.._ril-.1• .. '7.!I .... * pn-. - -- ·--... "'" ................... ... .... -. -- - .. --- ..... -. ................ _____ 1'72.•kD•-E.""1y• 

IUe!I...,_ _ ._ .. ---• pHCll y pllCE. 
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C~y•prnión ...... •P-... ........_cleL . .-yl~en E. coll. 

Dl8cuel6n 
L._,,_ ... -..,..-... .... -• cepe lateteuate por aa Cllfl•códad pan -

......... lla- ikWo lictico. Silo ...... o. el primer repone p~edo ..,..,. .. le• 
-·• .. -._..-._ ..... _te•'-Hc ____ Y._.._ 
--· E- -ódad -- de ,._t•r le i.ctou por pene de 111 -· 84540, M 

lle .._,.....,por .. ._.o ~o el MI' aallivada ~lacto .. como úaic• .._.e de 

~ ...._e e•e tl'abejo. Amlcrionnellt.e - h9bia dicho que ~· cepa a 4540 era 

i.c_. ............. 8c:Wo lictico --111 lactou (Neb_... 1981). Sella 

_....., .tveln ello• de --... de J)-plllcto.W.u - duer-ee -•• de 

_......,.,. - L. dd-cllil ... 11111-lc.,,. y L. helvellciu - p

.,...,.,_o .,.. -- - 24 lln. y • c-lliden un crecúnieeto lento el de _... 

-••(L. lwh>elletu NCD01373 y NCDOl1146) q- requie.ca de 48 -.. (Coliaa y 

..,..,__ 1992). Le cep• de L aMylovonu 84540 reaalló - 111 ..... ..__. 

-..da. -· U--. ae .._ ew.do cepas de L. amylovon1& • Dina -... .. 

- ....,_ .. cenlo. h-o y del int-iao delpdo (Fujiuwe. 1992). T•-

Fujiuwa npona que 7 de a cepea de L. amyl""""'3 aun capaces de f"ennental' lectou. 

& .... ....... • ha con .. atado uta c•p•cidacL no en función del •cido lactko 

proolucWo. - - 111 cmplleidH de crecer - i.ctou y demootr•r actividad de - P. 
pledo.W.u - L.,_,,, __ 

Se ta. 1'81pOdadct •l meno• ! etipef:ie• de Lac1obaclllus que contienen P,.galaao.W.u. 

y ... "- ..., cloaade• en E. coll o ea otn becteria láctica. Exilile pan illteréa poi' el 

cleMl'l'o8o de v~ol'ca de clolleción coa m81'cadol'e• de arado alimenticio para el llCI' 

h....-o. como es el tdbajo pret1e11t•do poi' Hashiba y col. ( 1992) que de .. tTOlleron un 

vector ........_..º como pBGIO que contiene el sen de p.galaaollida• de L. 

bt1lgarlct0 y el de a- amileu de B. llclw11iforn1i.s pal'• sel' expl'esado en L. lwlvellCNS. 

Por ato le cloeacióa de la P..a•lactosidasa de L. amyl<Wanu que ae realizó con elle 

tdbaijo puede cOlltiDual' coa la construcción de vectores para Lactobacillu.s . 

... 



~-A-plO. 

..... la .,.....,_ • utilizó el vectOI' A-gt 10 dcmde prcoeota•on mayo• nlabilidad lo• 

•-os .. L. _,.,_ - ea A-pi l. Se ob-.vó que la e&ieacia .. filao• 
noon 1: •-• ~•nüclo• ca lambda at 11 cliuninuiaa en cada pallO de a...,lificadóe.. 

-o .... iflc ... • - dunate .. multiplicación los fagos pudian el inoetto (Oviedo. 

1994). Ea loa lilao• -•-es .,_•naido• en lambda gtlO oe - -
-- .. la jl-plactollidau auy baja - e;,.., titic•. de manen que el 1--., de 

.._....,_ ................... E•e .....atado pennile -- que la expl'fti6tl - iaMlto 

... _....... - el p....-OI' del•- el ( rcp...- de la "••llC1'ipc:ióa de lo• -
tanHoa) el cual oe exprcu--.-e ... • la infecdóol. -que es..........,_ .. 

proteiaa Cn>. - • IOctltllUla rilpicla-te. y oe detleae la "ao&e<ipción de lo• •

t...--OS y ......._ pan iniciar la traacripcióa de lo• senea tardioa C f'ase Hlica). 

La -resi6ol del iaoetto en lambda _, limitada po• la cona etapa lioo9étlka - la que 

• maet'-e a. traa.cripción de el cuando es incubado a 42°C ante• de la intluccióa de la 

&• titile.. Eatoeces cuando llC incubó a 3 7°C para prolongar e&ta faac li110•énk• file po- -- co1-üos infectada• que presentaban actividad de l'-plactollidau. 

Auaque ... actividad ca baja en comparación a la de E. coll. eSlo puede debene a que la 

exp....W. eala .:oadicioaacbi por los promotores del f'ago lambda y al número de c:opiaa. 

es decir. dellido a que A-at 10 pre11C11ta regiones de autoinmunidad y sólo .. encuentra 

un lilao por bactcri8. Se baa reponado trabajos de •"Presión en lambda doede se 

utm- filso• - pennilen la infección de 15 • 20 fagos po• bacteria (Pllduk-e y col. 

1992 ). 

Ea lo• bacteriófa90• donde se detectó la actividad de 1'-galactosida .. se detamilló que 

exi•i8• regiones ea común comprobad•• mediUlte hibrid•ción. •dcmis al hibridar el 

fbpncnto del 8Cll loe Z que conesponde •1 péptido a de E. coli. del pUC 19. llC 

obtuvieron hibridaciones positivas. lo que nos indicó .. posible similitud con el - de L. 

amyla\'Ol"tU. En las hibrid•ciones que se realizaron en el ADN cromo110mal de L. 



_.,_ .. ........, oe olltuvleroll remkadoo polilivoa. Ea ...... p-- de 

ADN de L. --y del bac:terióf"a•o ---· ao puede -ir -
- pana del ADN del vec:t- pUCl9 del cual • preparó la .....ia y los.,...... ao 

--.. pute del plilomido p-al pBll322. c:omo n el caso de la• .,.. • ....,.,.__ 

pHCHy pHCE. 

C.....SO • 111- la -. /..: Z- Plavll p ... •- exclulivan•ne uaa ~ --del 

- M p-ó lllloridec:ióa politiva con el f"a110 recomlrinante. pero coa el ADN de L. 

_,_ - •P'ft!"IMo 1111a _..débil de ltibriclación. Polibien-te 4ebl4o a - la 

.... _..._. .... -·-( 236 pb)y -o ·-•abe .. a&.lcla4 de .. -

- el ADN. Al utillane la -da-· de ta- -ynr ( 322 pb). n polible
... aftllWa4 -uya 4ebl4o el proceso de lavados c.- alta a•rin11-cia ........ de la 

lllbriolaci6ll. s.---pllC'19. 
La -lamacióll 4e loe &•-'º" obt-a a panlr del tll110 recomb-te. • •-•ó 

- los..-- pKK223 - tratarw de - v-or de expreaión. pBll322 y pHC79 que 
p- ..,......, lto.noa -yore• de 3,000 pb. a4-a que el cóomido pHC79 .,-. 

....,.....,...._ y obtener• un m.yor número de tr•mf"onnantes. Ea pKk.223 ao file 

po9iMe obt-.- fisaciones que rindieran una alta eficiencia en rec ........ ea. y -

pBlt322 ....... ohtetúa un pan número de recombiaaa1ea no me detectaroa c:oloaiaa 

com ac:tividad. En el vector pHC79 id 11e encontraron vari8s colonias ~ ~ al 

.....,. - a.a COB•ru~es realiadaa en el sitio Eco lll y Hindlll. a.a que • 

rcalizaroa • el !litio Bam HI no readlaroa en recombinantes coa actividad ele P. 
galac:tolidau. El vec:tor utiliudo es derivado dlrec:to del pBll322 al cual lle lido 

•-- &a-to Bglll de 1.65 lkb de Cheron 4A que contiene el litio COS de 

recoaocimimto durante el ~aquetamieato. En el pBll322 fue ncceurio crear 1111 llilio 

Bglll no cxiat-e. -•e la •-cióa de un &•11~•0 de A de 0.65 lkb de la regioa 

c'°'""cll (Sdtwarz y col .• 1978). Durante .. conSlrucción se repona la de*ión de ua 

&a_.o Seu 3A (200 pb) de p81l322 (Hobo y col.. 1980). Al ser determinado el 



~y.,...,.._. •1pncleP-~de1_ 11111)11owwta-E. C'Oll. 

_. • .-ril:d6oo de i. -•rucclóe p•....,q • ..._. pérdido p•ne de i. .....- ... ADN 

... ""'~· - ti.e - •- - i. c::c.•ruccióa de 4,268. Po-te i. pé<dlda 

....... cor1• ....... r •I -•o .,......_diente• i.mbda que o:oelieae .. - COS 

(in.-o B ... I). o IJiea,....... .,......_-••- • p•ne del ADN - pBIU22 -

'8 ....... ----· i. ..--ci. • letr•clctin•. 

El .,.,........ pHC79 de 6.4 kh c-•iene i. relli•cnci. • •mpicitin• y 1etncic .. d.t 

pBIUZZ •• .,_ el llillo orl y .,. h-o neceurio p.,. mu ..... -. Se -

._.- • pBIU22 .......... Ílllr•molecul8,.., por delecclooea o - de 

los •-- .,......._ u- de kl• ..._...., ...... ~n•tea que - • 

1mc llo¡w .. HllMllll • -- • ••nck:lin8, involucra lleCUCllc'8• .....--• 

- ..,_,.. .. ..._. • .... detennia8do Íll-cionea, duplic•cioaea y clelec-L 

T..,._ • .. ......., ... i. IÜ9ÍÓll del 11m de Te ª • los pro.-orea de lo• pl6-• 

ndml-• np&c.doa. .te.de i. protei,.. llec A ao ea 1tecea8rill pera -· •lpo de 

........... (~zyo-h•rdt. 1988). 

Otro& . ......,. de c..,.•ción en pBIU22 reponan pérdidH que o.:currea - el llillo 

.....,,. y _. l'9IJÍÚlt enln 1666 y 1670 de pBlll.322, se e,..ecui. que -• ailio ea 
~ •ctivo por .. •cción de Bam HJ que produce sitios •au:leoddkos. 

Ami ........... • .. demo•ndo e- ADN euc•riólico '8 p•nicip•clón de,. proteill• llecE 

- --slo• lio1ramolecui.reo cu•ado -- ....,..enci.a repedd.. (lllodrisuez y 
.-...,1988). 

Eao et-· de ,..ricción de pHCE ae mu-raa sitios p•ra i.a ea-a de .....-iccc:ióll 

E-llU, Bsfll, Hliodlll. s- 1 y B•mHI. Alsunoa de eaoa llilioa - p.,..,icto• •I 

tta_.o c-..lo - el f"•110 A- 111-9, c:omo el lt•11n•llo ffindlll-Smal, BBlll-Ecolll y 

- .,..- .. ...i.-cüi de ocro llilio Smm 1 que no fue hlea definido - el -· de 
re91ricclóe. Apuent-•e ae lieae .,loa•do el lt•-•o Eco lll de !1,!180 • 10,811 ph 

iaclk8do - el map• de re•ric<:icia del A-111-0. que incluye i.a dos resioaeo que """ llido 

u1iliDc'8a -- -d.s E"o IU-2060 y 3284. T•mhiéa ae detenninó que ... ce &118 el 



ClonaciOn y ••praión del pn de P-placta.idasa del- aMylovurw.'I en E. coll. 

milio de rntriccióe que c:one•Ollde • BamHI y que ae encuentra d•tro del .- de 

rnbt..cia • tetrac:iclina. 

A- el pHC79 es - cómnido "epaz de mc:eptar inoertoa de 40 kb. es po- c-r 

• -· - h_.o -or de 20 kb ....... el reporte indica que la cfk:iCBda de 

................. ao • reduce drá•icll...at~ como • esperaba. pero tii illdka que es 

aKeario 1 .... d'Ol'lllllr poi' otros a.clioa uaa vez recuperado el ADN coa illMl'lo• 

---. todo oi - la ..,...,.,ióe oe utilizó una <>epa lle<: A• ( Hoahn y <:01.. 1980). 

E••• CllP•• cxpreuron el •- llill neceaidad de adicionar IPTG. t;:Omo acune - L. 
_,,_ y otra• -criaa lkticaa. Se demo•ró cu 4'apacidad para ......- la 

-ividcd de p...,-aidau • - -da trac.ror11U14'ión coo el material obt..Wo de 

..... ,.....aa... de las ~mbinaatea p -placto&idaaa positiva• que coet-'- ua 

•-ode apro-.-• 5.231 pb . 

........ laa.........,... •comprobó la au ... ti:ia del ... de resi•eacia • tetncicliaa. 

el aoal ... _._ 4'0IOO ua11 rqióll aua<:ept- de aer perdida en laa .....,_._ ... Aá........, - eo ac dealo•rado la -•bilidlid del fta9mento que corrc_.te a la 

naláai COS y de la -• UIUI - parte ao ea leida durante la tranacripcióll. - ......,atró 

- laa -atru<:donea obt..W.a en -e trabajo perdlaa el oitio COS del pHC79 y -

-•· atn reaW- .. .ceptible de 11er elisninada en laa construcciones realizadas con 

pHC'79. Sill embaqo se ha 11X1•r•do que el inMdo que confiere actividad 11e ha 

........WO ftmcioaal a pesar de la• pérdida• en la coa•rucción. En .ab.cueates 

relliembra• • Ita observado que la construcción vuelve • ser ellminada •enen111do un 

pláanido .....,_.. de aprolÜnmdamente 4.000 pb y coa ua inserto aprolÜnmda-te de 

l.llOO pb q- aun le coollere la actividad de l)-9alactosidaaa . Es pooible que puedan 

exi.air aecuead.a• repetidas ~IDO se han reponado p.ra otros genes de P-plactollidaM 

de bacteria• "cticas que puedan elll•r induciendo estos ancglos intramoleculares o bien 

el propio material clonado. pueda suliir deleciones espontlÍnc•s como ocune en el 8Cll de 

1)-plactoaidau de Lbulgaricu.s con la pérdida de &apnentos desde JO pb baata 933pb 

(Mollct. 1990). La reducción del tamafto del inseno sin pérdida de I• actividad de P-
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Cton.ción y eJ11pn8ión del pn de P-aal~ de L. Qllfy/ovaru- E. coll • 

............... - .,-__... •1 tipo de •-n clenomiaadoa c- ,_, L y,_, 
M. _.,_ --•-•oa, -acune ea L. lacll.-coa 16 pb. L . .

.,_ 15 pb y L.,,,_,_.,,,, coa 434 pb (O.vid. 1992;0!>• y col .• 1-5; Mayo. 1994). 

c-r ..... --.. 11-9--. ... --. 
Do ... 7 p......,...-. ... _.._ aido ci-..... de bacteria• UcticH. 5 con-eop-•• al 

tipo • - ,_, L y loe M. ÍllC .. yendo i. de L. caJtri. Alsun•• oe _.,_.,_ - el 

.,,_y ...... - ... - .. y ......... ••mllllo mmimo de 3.000 pb. e- .. -· 
ele - -- • pHCE ae codma un fta.-10 de ap•oKinuMla-• 5.400 pb. 

da loa c:ualaa • -- 3,600 pb P••• codificar i. P..11•18do-u de 

.. ......- -• 133.05 kl>a. Aún 110 • dcllae si ae tr•I• de un sen del tipo /.., Z o /.., 

L-M y 111 • J'Oaiblc> la eldateacia de l"Clliooie• aobrepu-•• y de aecu•ciea ........... del 

tipo IS, como • p-ln - otna b•ctcriea Ucticas. Ea L. b11/_,.1C1U el ·- de p.. 

.....,.ollillau • -~•,. 8-qUNdo po• -cilla repetidas de 12 pb. -- del 

pl'OlllOCor y ......... del aaa. e•a aecuenci8 repetid• también &e encueatn ea el - de 

tnalpmla de i.ctoaa de s. 1lw,_¡,il1U .. ( i.-11-Morsnlb•lcr. 1991 ). 

Ea po- - -•• -a.a repetida• puedan aer un lilctor que -.,_ i. 

recombiaadóm y/o provoque do•••bllidad para producir dola:ioees ea la• 

coa•ruccioeeapHCE ypHCH. 

V•• de la• apllcadoaoa llllis interesantes para los aeaea del tipo /ac L-M. ..n. la 

co1Hltucci69 de vectorea de co..,lemeat•clóa. tal CODIO ocune en E. coli, ....... ...,. en 

cepa• bo ......... • b exp<esión del polipéptido RMyor ( lac L) que no mmüfie•• •ctivldad 

ele P..plM:loádau. Coa•ruir vectores coa el aen lac M par• producir el polipéptido 

1D1111or, que al combinarse en ua heterómero se con•ituye entonces la P..plactosidau 

activa. E•e tipo de vector llCl'Úl muy útil p•ra los escudios que 11e realizan en bacterias 

lácticas. 

E• probaible que la P-s•l•ctosida.. de L. amylovorus pueda corresponder a -e tipo de 

e;eaea ( /ac L-A-1). dado que la m.yoria de bacterias bícticas que los prcacnt- 8CJll del 

género Lactobacillu.s. 
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C'°"8dón y ••pl'Hión del&"" d9 P-Pactosiclllsa de L. a#lylUWJl"tl.W •E. coll. 

----·-· 11-a.._._ .... 

Se.....,• .... ~............, delo•_ de P..a•l8ctooid8u • ...,.._ •• ... -.. _ .. _.._.,....._ ........ _......,•_el mi- circuilo....,...._p.,. 

.. - •li - p•r• lo• .... - --- .. p18ctou. Se.._,...._ 
t....W. -ioaes de_.,. -re•- ele P..plaaooid8u de becteriola lic:ticu 

y - ....,. ..... Se ha ""-rvMlo - limililucl caoi del 100% entre L. 1-r1s y L . .,_,. 

y - alta -ud el a• loe Z de S. ,,.,,mwphllWll y C. ncelobutilicv..,. Ea el.,.., .. 

.. .. .,., ... noiáoi de L. loe""· S. tlterMOploihu y L. hl-inu c.- el a- loe Z de E. 

coll • .-. - ...._.....del 22 el 27 %. Se -c:ioe• ello preci-• ---
lu ~ rcaliz8d8• - -e tnbejo ut-do .. -d• de loe Z de pUC 19 • 

...._..._ .........,_.. poailivaa cae el ADN c-eomal de L. alffYl-y el lilao 

l'MG ........ • 'A.-st·9. E•o dcauntra que exi.ae un paclo de llÍlllÍ.tihl4 ...._.. pua 

- --el - - ........,cioaea cae .. -• Ndel-lfindlll. Ea el ca80 .... Olnl 

_... ~11 utllb!Mla. oc excluye - -to que -iene ua• •lt• - - el 

- de p.. ....... ..-.. de L. ~1-. Loa extr-• •mino y catboxilo tenniaalca de 

... P.aalmct-•• - ... rePooe• que mantienen un mayor grado de -ud. Ea 

... ca.., .. .....ta Ndcl-Hiadlll c:oaticnc ctlle ftagmcnto que conc11poaderia al alllklo 

,...,... de .. P,..plectolide ... 

E ......... de k--idaaaa ... pHCL 

La activid..t --....a de laa "'9•naccioaea • puacatan •11•& en co ... arac;:ión • la ele 

L. GMYIO\'OlnlU (tabla CJJ. E•e fenómeno bien 11e puede deber al número de copias del •

• .. ....,. .... Se ha reportado que para el vector pHC79 contiene ua rep- ColEI. 

que -. teoria produce !150 copia• por célula. Ea cuanto • tas construcciones obteeida• a1 

pHC'19 pucdat pl'C9Cntarae en Wl nútnel'o de !'i copias por célula (Hohn. ICJllO). Otro 

&etor que .,- inftuir - 18 expre.ióa de P-p18ctosidau en 1 .. conllnu:cioaca ea el 

promotor que • utiliza paf'a aa expresión . ... 

1 

\ 
1 

1 

\ 

\ 



CloemciOn y .......... *I .-a dt J'·~de L. °"'>'/moartd- E. co/I. 

La ......... 1-80 de pBll322 y - t-o ,_. - pHC79 --los·-

...... - •--' y .. -- ...... rcp~ del ·- (tetll). ~ ...- -
........,, d ... _ .. _....,,. ... Teª. Se ioodic• el &itio 17 pb 5• como el p.--or P2 -

_..... a. -~ del ·- de Teª y el llitio 9 pb 3• del - .... 
......,....,_ ... p,_or PI del ...,......,. de Te". La tnascripcióe de PI --- .. 

- -.-.ria•...,....• h•llll el 9e11 de Te". •fectsndo t•mbiéa .. tna~ 

del - de --de -icilioul. E•e último tiene l•mbiéa -• nsióe p.-.,,.. 
propia dmomhM• c;omo P3-tre loa útioa 4155 • 4344. con la mimw ~para 

el illicio .. a. tnallCripcióe llscüi el •- de Apª. Pe loa trca promotores _.......... 

P2 n .... ._.. que loa otro• do• ea MI expnlióa. Ea cuanto a la expre.W- del - • 

...... .......,.. - éot• • exprcu b., el p....-or PI del rcpreoor p11111 .. -

de tetncic-. - - los illsenos • -·• - los &itios Hiadlll y Eco IU 8INljo 
del .,_.... -cioelldo. Se ... eecontndo que la expresión de •- de p.. 

plactotillaua pnrv•icates de Lactobactllau y clonado• en Lactococct0 pn-a• 

-- ............ - el •- /ac Z de E. coll clonedo ea Lactacocciu (-y col .• 

1994). Hay - -·• que .. expresión del 9m de IJ-plsctoaidaaa - E. col' • p..-• 
• ..-. fbnBa -•ble. independiente de iadu"ióa y que no obedece • nprellión 

por parte MI - lac / de E. coli. aunque é•e se eacuenuc sobre expresado ea le cepa 

YI089. Se rcpona que a.a cep .. que ponae un 9en de p..plscto.W.,.• 

prov-• de otn bscteria .. ctica p..-tae -· actividad p••• depsdsr ...,.ou. 
~ .. ~ª"- ti:on cepas de L. /acli~ ai&lact.a de p1'oducto• no líictoo• (Fenow y 

Ouvie. 1978). El crecimiento de e••• tr-.rormantea ea mi• lento que el ele laa 

cep•• aativ•• en medio• líicteoa. En c•mbio. la• tt"anúonnantes ohtenict.a - .-e 

trabajo lllalliBntan igual C1'edmiento que la cepa sin t1'•n&fonnar. lo que mulló 

veatajoeo pan la car•ctcrizacióa de e•• p.gat.ctosid•u. La cepa de oriam (L. 

Olll}'lavano ) presenta un crecimiento lento. un• producción baja de p..g ... icto.W.u y 

fenneatKióa ._t• de lactosa hacia ácido láctico. E•e punto puede ser int-.-.e pua 

la aplicación en la producción de productos licteos. en panicular cuando ao • requiere 

•• 



Clollación y npnmión 4191 .... de P· ... atoUdiaa ele L. a111yl""°"° •E. coll. 

_. úpill8 o eb ecidilk:ecióll del producto (lea cepea de Le11ca.10J1loc q- p

-• - -· pot" le •ddez del medio), o c......to le produccióa de-• ea el 
prillcipel criterio pe111 le oeleccióll de lea cepea. 

Se loe.......,.... que pere el CHO de L. ª"'YIOWWllS, le e"Prellión de le P.pleel..-. .. ea 

- lNüe y - • loe mejoredo -e expreolóoo - lea coa•ruccionea ..... -. .. Se 
obeervó _ .. cepecided de cree-to - lecto• ea_.,, e le que ae pre-te -

- utiliza alucvM como fiaee1c de c•rboao. 

Ea le c-de le 1)-plecto-u de S. thenfWl'hi/JU reauke une cc.•ruccióol -

- ilturto de 3.4 kb Le ee1h.ided de 1)-pleelo-u en e•e clone - .......... ..._.. 

de ~.a. c=loeai • tOl'lla acptiv• .. • •Clividad llila cambios del~8blca - el 

illlwto. Ademiia ea ~· mimno tr•tt..io • reportan doa conatru~ionn .._...., .. ,. 

pllffl61 y pll.Hl73 cae delccionea no--· en el vector pBll322. de-· le 

- --c..aiaue pre-teado ectividlld de P.aelectollicbu (nn-. 19116) 

Se -- - - el ceoo de lea -•rucc- pHCE y pHCH ao - pierde el 
,._.,.. de ectivided de P,.pleelollicbu pooitivo, e peur de lea pénlidea que • 

p..._t_ - el vcaor. 

e~ llete P-s--lden. 
Al COll!llt.,... loa pcrfllea de protciaas intntti:Clulares de la• cepas tnmafonaaclas con d 

pHCE )' pHCH. se encontraron nuev•s bandas que fl:onesponden a pemoa de 

...,.,.....,_e 77,34, 26 y 22 U>a. Dentro de les protefaea que p- eer 

ideati8cacbi• • el perfil de protein•• intracelulares de una fl:epa lraaaforauada coa 

pBll322 •~entran la P-a.ctamasa (30 kl>ll) y las protein•s que c;:onficrea reaUl•cia 

a tetncicliaa (26. 18, y 14 Kde). De é•es el-as corresponden e lea .._. 

ideati8cacbia. Se repone que el ful-to de lembda no tiene e>q>raióa - pHC79 

(Holoe y cnl .• 19llO). 

Ea cuaato • la -..•ricióa de dos bandas de activicbd ea pHCE. es posible que la -aunct. 
banda puccb cone11ponder o bien a un mullitnef'o o también a una isoenzima. ya que en 



......... .,....._. __ _.... nport..io otro tipo de P-••i.ctosidau ( T-.. y c:ol .• 

1994) o P....-.ooidaua - .. aer CUKteriuda• bloquúni<:amct1le • - -
11.....ii- ONPG _.., i. i.ctou y que puaden ..,. induoldao por i.ctou _.., -

IPTG • .,_ la P-Balactooldau (BGa-111 > de K/eb:.iella y ebgO en E. call ( Hall y 

-..1977). 

Etl S. -,_,,,¡,¡hu• lla ..__....,actividad - el lllOtlÓmefO de 105 Kda y p--
--pan -a P-B•la<tooidau (H-. 1986) del lipo tetrámero. como - E. 

coll. T ...... • - nportadoa como lleter-..a aquella• j)-plactooida-

--.. - del tipo lac M y lac L . Las cuales - pre8C11tar p..plact-..a 
.. __ a loa._.....,. para otros.,....-._ y i.aprovcnieateade loa-

... tipo /ocZ. 

La.__ ópta- - 50 y 55"C - lla sido reportada para prepa- de p.. 

plactoaWa• de B . .,_1aru ea -y paredda al de la o:oaetru<<ióe pHCE - -• 
eetuollo. aai .,_ para S. tlwmKiphJ/..,., Bi.fldoba<:terl11m bi.fldrmr y L. 11w,_,,,¡,¡1.,,,. 

La actividad de la - - loa 50 "C ea lmportaate dado que otra•-·,,_ la 

de K. fi'qp/u y de otra• ltac:teriaa. -re ella• la de E. co/I, hao sido reportada• como 

t•111111IMU.a (llamaa• 1981 ). t... P-B•lactosict.u de L. lactis ea RICllO& resi•-•• al calor 

y a la ..,.. - la - de E. co/I y au peso molecular se estln. ea 500 11.Da 

apiOM ...... _'O( De Vo• y sm-a. 1988). Esto lnclica que .. P-a•lactooldau .. L. 

a111y/owJrrMs .....,. MI' liaenmeate maa nlable al calor que la de E. coll y - alamto• 
ca80a ,........_ _, ...... P-eallictosidau• de bacteria• l.icticas y. puede ser conmideridai 

aNDO tennoflliea. 

El pH 6pdmo 11eutnl de la P-B•lactosidau en la c:on•nacciún pHCE hace posible RI 

UMI para Md:rolisia de la lactou ea leche y productos ücteos que tienen un pH neutral 

c ........... e- P-s•a.cto.id•u• de bacteria• Wcticaa. 

En S. tlwrtlloplU/us a. inducción de los genes lac y gal es efectuada por plactou y 

_..,_oa de plactou pero no por lactou y I• slucou reprime a. síntesia. por lo que • 
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......., - c>d•c ,,_trol por '""<cllióa 4e ""'ª-º· Loa gene• de L. lacli"' y L. caul 
_....,........_.,_.,..,.,._o_._.,. y plactou. 

Ea L. -y/_.,.. M -l'Ó que - ea_..... la_cia 4e lPTO o -- ..... 

- M --... ectivi4a4 4e P..plactooi411u. y tamp°"° 1e <Cgi••a un""-º• la 
Ktiwidaol- la p.._c:la 4e .i.oa. Ea la• -•ruc<:iuaea ob&eni4as la •teola 4e -

'-• '1ii> doctMla - la p.._c:la 4e U'TO o lactosa. por lo que ee L .-y/

•-- .,....- c:oe•ilutiva 4e la P.,plactooi411sa. 
S. u ""'-v..SU que la P.,galactoai4aaa en L. botlgaricou ea _..... 

-l&ituliv-c y que •o '"""'*ª - in4uc:i4a por IPTG (Molly y DeUey. 1990). Ea 

-· ._.., la - -n _. -nactu<a o~goméric:a y aunque - - .. 
_.,.¡.,w,.. so es tetnméric• c:omo en el caao 4e E:. coll. (Schmi4t y c:ol, 19S9). Ea 

S. ,,_,_,,.,.,_y L. b1dgarlc"" la g"'c:osa .,. .. ka - \m -•rato pobre - ............ • los 

_.....,. lact_ y aac:amu. C-40 tieee ...._ .. .,.,_ úaic:a fu-te 4e - la 

•• loa de c:ndmicnto ee extiaule y la ta• de crecimiento es máa baja. E.ao aoa illilka 

la p-cla 4e permcaa C9pccitka para c:lctto tipo de azúcare• (Pooi-. 1993). Ea 

.....,.. _ - - ... a limil-e para L. amyl°'_.....• 4-4e pue4e cxi•ir ... •na..-e 
~. 4e lactou hacia la c:e"'1a y por e•o pre-tó valorea bajos 4e actividM. S. 

""'-º al - un 50 'Y• de la actlvi4a4 4e la -- - laa transfo.-ntea -
- la p......,icla .... E:. col•. en ambos casos la enua4a 4e lactosa ea penniti4a - la 

.,_ ... 4e E. coll. ~o puede ser proba4o eoa la e-ación de la pcrmn• ele F.. coll 

o de otna bacurias üctkaa ( lac S) en L. amylovonu, donde: hasta ahon ao • .._ 

realizado ilrt ... os de traad"onnaaóa en c•a ~· .. ea la que se han clcecanado la 

p-a. 4e p"mli4o• que pue4aa intaferir eoa la c:kmacióa de un gen. 

Ea &tell/JU nbrtlla. se ha obecrva4o que el gen Lac I (permeasa) ea p-1 o 

,.;:omplelaa.ate etimmado en la• cons&tucc:iones. Esta observaciOn ha siclo expticacla 

~ ua efecto tóxico por los altos niveles de la penncasa cu ho11pecleroa pam 

poailivoL(De Vo• y SU-o, 1988). Ea pooible que la• bac:tc:rias ...,...,.,. -

mejons ..epa• hospedera• de genes hetct"ólogos al companir sistemas 11111y panc\doa 



Clonación Y expresión cl91 pn de P·plactmidasa de / .. a-ylovoru •E. coll . 

.,_ el de -ou y oftecer cieno pado de llimilitud entre los genes de p..güoct-u 

de-. y - ltaclcri8• 1icticas. 

L8 _....,. electroforétk:• mo......., ( 133.05 kl>a) fue diferente a la de la p.. 

pl8cto.W.M de E. coll, rcaull•do MI' de meno .. tamafto •I tetd1mero •ctivo ( 46' kl>ll) 

y -- al ~116 UJ.) llia actividad. Se mootró que e>dotia--. -

cuamto • la llllWilidad del aen en condicioees aMiY•s. en comparación icoe el SOS. 

PAGE. Elt -o •la lbrma •ctiv• de la - de 133.05 kDll. se descoeoce ,.¡ -· 
... ......._.de 111111101' t•lllaAo con el CU8I • ccmf"onne un rnuhhnero activo. 

E1t S. -rMapltll,... la P..plactollidau mue•ra la miama movilidad eledrof-k:a -

SOS-PAGE y - condiciones no clematur•llzantes. ( De Vos y Simon-. 1999). Al 

mo•l"&I' M:tividad en aeles rea•tuqliz8do• la P.pl8ctoaid•- de L. amylovcwtU • • 

.._.._,, - el SOS y el P.mercoptoetanol no •fectan de forma -- • la 

actividad de .. ¡J.ga .. cto.W.u . Además se present•n disdnt•• movilidades 

elecuofi:mitklla entre loa SDS PAGE y los 9eles n•tivos. 

anda• • la c-•clóa del •- de L. QMy/ovonu - E. coli fue pooible raliDr -

canctariaaci611 - aea. dado que la cep• de oriaea tiene un• muy b•j• producci611 de 

eazima. E•• tipo de c•r•cterizacionea nos •yudan a diferenciar entre p. .. lacto.W.ua 

ele bacterima láctÍC81a coa oq.aiación del tipo opel'ón y con aha conserv•cicíe - ... 

mecumc:Wa de amiaoiicidoa. Han suaerido De Vos y Simons (1994) a. •dquiaicióa 

ncimt:e y .. tnasfCl"C'llci8 horizoat•I de los gene• del sisae.... Lac en h•cterUa 1'ctic•a. 

ua mimno aria• común y m1• reciente •dquisición de f"onn11 horizontal. 

L8 illt~ de •enes bien c•r•cteriz.mdos en los vectores eKistentea de cloaltCióa. 

puede l'e9lall•r en si•emai• de selección de ando •limenticio que pueden ser •cept8ble• 
p•ra 8Plic•cioaes en a. industl'ÜI de •limcntos y tccnolo8ÚI de lacteos. 

Por ... "racterúaK:•a bioquúnic•• ca su •ctivid•d ea posible encontnr •ucv•• 

aplic8cioaea ea el Íll'C• de invcatiaación y a. iadu•ri• de alimento• par• ea• P
plactoaid.eu. E11tc tipo de senes par• metaboliDr a.ctou provenientes de baderUa . 

1'cticaia atipictt• pueden servir como modelo par• el estudio de la orsaniu1;:ión~ CJqJrcaión 

y rcpbcióa de genes en h•cterias líicticas. 

·~ 
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ConclU81onea. 
• La p..p19ctollidau de L . ..-ylOWWtU p.-.-a actividad aun en au&en<:ia de IPTO o 

ledou f;:Ol8D iaduc:torea. A.llora puede .... coetliclcract. wta cepa que ea e911az de 

,..._._lacto- y pre-tar crecimiento c;:oe lactou como únic• ftaente de cart.aao. 

• Set- c-.clo - el bacterió!Qo A.- gt-9 el &a-to de I0.811 pb - -

al a• .. p..pa...:toaidmu de L. a,.,ylovorus. E•e esa• controlado ee .. .,..,...-.. 

por el promotor del•"" el (represor par• los genes t•rdios de l•mbdmi). Se ohnwieroe 

2 tlilnwMn con•ruccioaes con el cóunido pHC79 que contienen al •- de p.. 

.....,........ de L. at#Ylowwtu. Lll -•rvcc:ióe pHCE h• lliclo -- por 
--.... ... l'Hllicc:ión y .....-n un inllel'to de '4114 pb. con 8itio• de ,..ricdáa 

.-..... a .... l'Caióa del iaacno encontrado ea >..- gt-9. 

• S. ~ que ... coa•ru.:cioae• obtenidli• ee pHC79 pre&enta.,_ deleciaen 

...,.,e• 1111-- a la naióa que coatielle el llitio COS y •• gea de..-- de ··-· • El - de P-.. lactollidau de E. cali bibridó con el ADN cromo-1 de L . 

...,..lowlrraw y con lea coa•ruccionca en A- st·9 demostr•ndo la exUleada de 

9ilailitud coa el Ben de ll-aalactoaid.msa de L. amylo\'<WllS. 

• Se -ió ca.ramente la P..plactollida .. de L amy/0WN1u de I• E. coli - aelea de 

poliacltlamida. donde • ob...varon ... baaclm• de actividad ;,, s1111. U P.. 
plactollidau ele L. mnylovoru.s tiene un PetKt molecular de aproxinuulammme 133.0' 

kDe y la de E. coli es de 465 kO.. 

• La ~ del fi"a...,...o Eco IU de A- st·9 con supuestos controle• •eptivo• 
como pHC79 y pBlll22 h•cen suponer que eKi•e reconocimiento de .....,... 

~ ............. . 
• Ea ... ~cciones del aea de P.a•lactosidasa éste se expresa indepcndicmtemente 

del npl'C9DI' pan Jl-galactoúdasa de E. col' cepa• JM donde se tiene una deledóa • 

el gm loe Z, pero no en el l'cpresor. T•tnbién se expreMI la (l.galactosidasa de L. 

OlffY/otlOl"IO ea cepas Y t 089 con IObn: expresión del represor Lac I que "'Prime a 

/oc z de E. coll. .. 
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• Se ~ d:irereu .. coe•ruccioaea com el vector pHC79 qu• COll.,.._ llClivWad 

.. .,.......,...... .. pnw..i..ce de.L. _,,,_•E. coli Lac· - ....... --. 

.. 1 ~UCM• y que _..._ el r..otipo dnpuea de veria• resiemhraa. 

• El- .. P..plactollidau de L . .-y- .-..ull• oer ..-onocido -lo•,._ ... ........,_y tnlduccióa del •o........., ••cróloao (E. cot; 1 P•,. - exprnlóa. 

• T- - L. -lovonu como - Is• coo•ruccloaes - el ho ....... cro ••-.o, el 

•- .. p.p!sctolid.su • .; .,. Inducido por IPTG, lo que su11iere Is c-Mft'lldóa del 

a.c:m*-" de reaue.ción. 

• Le pra .. cdáe de a. eazima a partir del ho9Pedero helel"áloso Cacilitó la ohlwiáe • 

Is ...._ pU8 -udio• de cmncteriuc:ióol. Se obtuvieron un pH óptinm, PU8 Is P
pl8d...W.u pl"Oducida en laa tnnafonnentes con l•s construcciones. de 7, y une 

t_..,... ópt- de 4!1ºC. 

• Lo8 parúnetroa cinéticos de Km y v .... x.. remk•ron distintos entre a.. P
pl8ctolid.sus de L. aMylovonu ( producicbs ee pHCE y pHCHI y E. coll. La P
_.-olid.su tk L. amylot10nU tiene UD8 Km por el ONPCi menor • Is de E. coll (26 

mM"). .... o ea la cep• oriBinal (0.19 mM) ~mo ea las t0::ep•s transformadas coa laa 

c:om•rw:ciaeet(2·2.2 rnM) en t;:ORdicionea experimentales idénticas. 

• U exprnióll en el hospedero gnm nqativo demostró que el sen de la P
pladoMdeu de L. an1ylovonu puede ser utiliudo en .. construcción de vectorea 

treallbonl8clorc• entre 8ram--positivos y neaativos. 
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'41HH.-08 

-..... 
-N 
AMP 
AaN 
ATP .. 
CAP 
GllAS 
MI-' 
IPl'G • BL .. .. ... ... ..... 
NA• 
NA•H 
Olll' 
ONl'G 
ONl'G-P 
PAGIE 
l'Cll 
l'EP 
PM 
Pl'S -s-u•• v-• x-. .. 

ác:ido clao!Úritlollucleko 
adeno-. llllMIOfbdilto 
icido -ucleico 
adeao•• 1rif"odido p ......... _ 

prot_ adiv..._. _.,..•bolilo .,......._, c;:oa......_., ea a•-.I como •Ruro 
•ll• 6-cili • liaoacaill 
i-raplll ...... ctólliclo 

~·-...,;¡,,, __ .,. .... ill-.:ióe ...... 

oec- illvenicla repetida 
ldloparea de ..... 
kilttdalloees 
con•-•e de Mkhaelia 
laclato clnlúdroaenau 
nicotinamida adeaina dinucleólido 
nicotinamicla adeniaa dinucleótido fosfato 
marco de lea:ura abieno 
on.,...nil:ro-f" .. il-P-D ••la.:topinnó&ido 
ono-nilro-ftlllil-P-D pi.ctoplrnósido-f"oda10 
electrofürnia en sel de poücrii.mid• 
reacción ea cadena de la polimerau 
rosfbenol pkuvato 
peso 1110lecular 
siS1e1t111 f"oúotranúerasa de tnnspone 
revolucioeea por minuto 
dode.:ilf"oúato de sodio 
uridina dif"osf'ato 
vel~kbd máxi11111 
5-hromoe.4-cloro-3-indolil-P- f>..galactopiranósido 



Clonación y expresión del pn de P-~idaaa de/ •. am.v/twtw&W - E. coll. 

B•<:totript-• 101! 
Extnclo de levlldur• 5 g 
Clonaro de oodio 5 8 

M-NZ.••I- (1 lt) 

NZ-- 1011 
Clonaro de oodio 5 8 
Extmcto de levadura 5 8 
c • ...........,ktos lg 
Sulllllo de ..,.gnesio 2 g 

M-LCM( 1 lt) 

K2HPO• 3H:i0 3.98 g 
Tripe- IOg 
Extl'Klo d elevadura 5 g 
Triplou 3 8 
KH,PO. la 
A.:-odeoodio Is 
Cil-o de Amonio 1 8 
Soluclóoo ulilul 1 mi 
Tw._90 lml 
Glu.:ou 40% 20 mi 

---•(IOOml) 

Meso. 7H:iO 4 8 
Fcso. 7 H:iO o.68 11 
Mnso. H:iO 2.06 11 
Ácido asórbko o. 1 a 

Al ..... ueoailla al medio. se hace ca una concentración de 40 mM. Para preparar 
- ..wido se le •- 15 I! de •BU p•n <:•Ü lilro de medio, P•d top •BU • 
...... 8ÓID 7.5 a de apr o agarou cuando• va extraer el ADN del bacterióf"ago. 

·-



Clonación y ex .... ión .. pn de P-~de L. am.t1lm-.W11J1 ... E. coll. 

"--~Y-
SM(I .. , 

GTE 

50 mM Tria-HCI pH 7.5 
IOOmMNaCI 
BmMMaS04 
0.01 % aellltilla (5 mi de una 110lución al 2%, 

20mM Tria-HCI. pH B 
50mMslucoaa 
IOmMEDTA 

~d·-

l'EGINllCL 

IOmM Tria-HCI. pH 7.6 
O.B M au-idina isotiocianato 
40mM NaCI 
2mMEDTA 
0.4% Lauriban:o•a 
2B mM p -.:aptoetanol 
4 M Ac:etato de amonio 

20% peaol vo...,_ polietilenglicol ( PM B.000) 
2MNaCI 
Se lleva al volumen total coa amortiguador SM y se panla • 4°C . 

••• 
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