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l. RESUMEN 

Streptococcus bovis es una bacteria láctico amilolítica que interviene 

durante la fermentación del pozol debido a que produce a-amilasas. Este 

tipo de enzimas son las que, probablemente, se encargan de proporcionar 

los sustratos para el resto de la microbiota del pozol después de degradar 

el almidón (Díaz y col., 2003) 

Las características fisicoquímicas de las a-amilasas de S. bovis A57206 

aislado del pozol, mostraron tener propiedades diferentes a las otras a

amilasas ya reportadas en la literatura procedentes de S. bovis (Tinoco, 

2003). 

El objetivo de este trabajo fue identificar el gen que codifica la a-amilasa 

intracelular de S. bovis A57206 aislado del pozol. Mediante la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR), se amplificaron dos fragmentos y se 

secuenciaron. Las secuencias obtenidas se alinearon con las ya 

reportadas en el GeneBank. Se determinó que el porcentaje de identidad 

entre las secuencias varía del 20 al 40%. Esto sugiere que las diferencias 

encontradas en las propiedades fisicoquímicas de la a-amilasa intracelular 

de S. bovis A57206 podría deberse a sus diferencias en las secuencias 

nucleotídicas. 
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2. ANTECEDENTES 

2.1 El proceso de elaboración del pozol 

El pozol es una bebida ácida, refrescante, no alcohólica que se obtiene de 

la fermentación de maíz nixtamalizado, Para su consumo, se diluye en 

agua y se le puede agregar posteriormente sal, cocoa, azúcar, miel o 

chile, según el gusto del consumidor, Es de origen prehispánico pero 

actualmente lo han seguido consumiendo grupos indígenas y mestizos del 

Sureste de México (Ulloa y col., 1983), 

Para su elaboración, primero se elimina la materia extraña y los granos de 

maíz en mal estado, Posteriormente, se lleva a cabo el proceso de 

nixtamalización, durante el cual los granos de maíz son cocidos con agua 

e hidróxido de calcio, con el objetivo de remover el pericarpio, suavizar la 

estructura del grano e impartir el sabor característico (Camacho y col. 

2001), 

El nejayote, que es el agua de cocimiento, es desechado y después el 

maíz cocido se lava y frotan manualmente hasta que el agua residual es 

transparente, 

El nixtamal se muele manualmente hasta obtener una masa martajada, a 

la que se le .da una forma esférica, Estas bolas se envuelven en hojas de 

plátano o también es común que se utilicen bolsas de plástico, con el fin 

de evitar la pérdida de agua, 

Las bolas de masa se dejan fermentar a temperatura ambiente de 1 a 14 

días o más, dependiendo del gusto del consumidor, posteriormente, se 

disuelven en agua, 
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2.2 Carbohidratos del maíz y del nixtamal. 

2.2.1 Composición química del maíz 

El grano de maíz está compuesto por cuatro partes principales: cáscara o 

salvado (pericarpio y cubierta de la semilla), germen, endospermo y 

pedículo. El pedículo generalmente es eliminado del grano durante el 

desgrane. El salvado constituye el 5 a 6% del grano; el germen varía de un 

10 a 14% y el resto corresponde al endospermo (Hoseney, 1991). El maíz 

dulce crudo contiene 3.5% de proteína bruta, 1 % de grasa, 20% de 

carbohidratos digeribles y 0.7% de fibra bruta (Osborne, 1986). Los 

cereales, en general, contienen muy pequeñas cantidades de 

carbohidratos, dado que la mayor parte del azúcar transportado a la 

semilla es convertido en almidón. El grano de maíz contiene de O a 2% de 

D-glucosa, 0.1 a 0.4% de D-fructosa y de 1 a 2% de sacarosa (Fennema, 

1993). 

2.2.2 Carbohidratos presentes antes y después de la nixtamalización 

El almidón es el principal carbohidrato del maíz, siendo su concentración 

alrededor de un 73%; los mono y disacáridos, principalmente glucosa, 

fructosa y sacarosa representan del 1 al 3% en el grano (Boyer y co!., 1987). 

Sin embargo, la concentración de estos disacáridos disminuye en el 

proceso de la nixtamalización, debido a que en el nejayote y los lavados 

del nixtamal se pierden dichos azúcares. De los carbohidratos solubles de 

la harina de maíz nixtamalizada se han encontrado la glucosa, fructosa, 

maltosa y sacarosa, siendo ésta última la que se encuentra en mayor 

concentración (Santillana, 1995). El almidón está constituido básicamente 

por pOlímeros de a-D-glucosa. Químicamente, al menos se pueden 

distinguir dos tipos de polímeros, que son la amilosa y la amilopectina. 
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La amilosa es un pOlímero lineal de a-O-glucosa que contiene alrededor de 

1500 unidades de glucosa anhidra unidas mediante enlaces a-l,4 

presentando ligeras ramificaciones en la molécula. Los puntos de unión 

son enlaces a-l,ó, iguales a los encontrados en la amilopectina. Las 

ramificaciones de la amilosa son tan largas y tan escasas, que en varios 

sentidos la molécula actúa como una entidad sin ramificar. (Hoseney, 

1991 ). 

La amilopectina está formada por a-O-glucosa, concatenada 

fundamentalmente por enlaces a-l,ó y se encuentra ramificada con un 4 a 

5% de enlaces a-l,ó. Este nivel de ramificación indica que, en promedio, la 

cadena unitaria de la amilopectina tiene de longitud, solamente de 20 a 

25 unidades de glucosa (Hoseney, 1991) 

2.3 Bacterias lácticos amilolíticas presentes en el pozol y probable 

función de Streptococcus bovis durante la fermentación del pozal. 

La fermentación del pozol se lleva a cabo de manera espontánea, 

probablemente debido a la contaminación del nixtamal durante la 

molienda, dado que se encuentran presentes bacterias (en las que se 

encuentran bacterias lácticos amilolíticas), hongos y levaduras (Wacher y 

coL, 1993). Durante la fermentación del pozol, las bacterias lácticos 

amilolíticas juegan un papel muy importante, ya que, se cree que estos 

microorganismos son los que se encargan de degradar el almidón y 

proporcionar los sustratos del resto de la microbiota debido a las amilasas 

que producen. Un estudio de la diversidad de las bacterias lácticos 

amilolíticas en el pozol, reveló que las cepas más amilolíticas, basándose 

en los diámetros de hidrólisis, en las que cepas de Streptococcus bovis 
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(incluida la cepa A57206) fueron las bacterias lácticos amilolíticas 

dominantes durante la primera fase de la fermentación, mostrando esta 

cepa los halos de hidrólisis más grandes (Díaz y co!., 2003). 

Streptococcus bovis es una bacteria gram positiva que se encuentra 

normalmente en el rumen; algunas cepas pueden crecer en presencia de 

glucosa, sacarosa, lactosa y almidón, así como, de los productos de 

degradación de éste, probablemente debido a que produce a-amilasas 

intra y extracelulares (Cotta y col. ). 

2.4 a-amilasas y diferencias fisicoquímicas de las a-amilasas 

producidas por Streptococcus bovis que se encuentran reportadas 

en la literatura y las producidas por Sfrepfococcus bovis A57206 

aislado del pozol. 

Los enzimas son catalizadores específicos: cada enzima catoliza un solo 

tipo de reacción, y casi siempre actúa sobre un único sustrato o sobre un 

grupo muy reducido de ellos. Los enzimas, a diferencia de los catalizadores 

inorgánicos catolizan reacciones específicas. Sin embargo hay distintos 

grados de especificidad. Las amilasas se encuentran entre las enzimas 

más importantes en la industria, están ampliamente distribuidas en la 

naturaleza y son producidas por animales, plantas y microorganismos. Las 

amilasas provenientes de fuentes microbianas, tienen gran demanda en 

las industrias químicas, farmacéuticas y de alimentos (Vihinen y co!., 1989) 

Estas enzimas hidrolizan enlaces a-glucosídicos de almidón. Existen 

enzimas de actual importancia comercial de origen microbiano que 

hidrolizan enlaces de tipo a-1,4 y/o a-1,6 y se pueden clasificar de la 

siguiente manera: 
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l. La a-amilasa es una endoenzima que hidroliza enlaces internos a-1,4 

y en ocasiones puede hacerlo en a-1,6 de moléculas de almidón, 

glucógeno y otros l,4-a-glucanos. Cortan enlaces de manera 

azarosa en el interior de la molécula, y a partir de la amilosa se 

liberan oligosacáridos de 6-7 unidades de glucosa. 

2. Enzimas que hidrolizan enlaces a-1,4 y que no pueden hacerlo en 

ramificaciones de uniones tipo a-1 ,6; por ejemplo la ~-amilasa. 

3. Enzimas que hidrolizan enlaces a-1,4 y a-1,6; por ejemplo la 

amiloglucosidasa. 

4. Enzimas que hidrolizan únicamente enlaces a-1,6, como lo hace la 

pululunasa. 

5. Enzimas que preferentemente hidrolizan enlaces a-1,6 en cadenas 

pequeñas de oligosacáridos generados por la acción de otras 

enzimas sobre la amilasa y amilopectina, por ejemplo la a

glucosidasa (Fogarty y col., 1979). 

Se han estudiado las cepas JB1 y 148 de S. bovis aisladas del rumen. S. 

bovis 148 produce amilasas intra y extracelular que están codificadas por 

diferentes genes. Las dos enzimas han sido purificadas y caracterizadas. El 

patrón de hidrólisis de la enzima intracelular mostró ser del tipo endo 

amilasa, cuyo principal producto de la hidrólisis del almidón fue la 

maltotriosa. Presentó la mayor actividad a un pH de 6.5 y 40°C. La 

secuencia de aminoácidos correspondió a 484 codones con una masa 

molecular de 56.65 KDa. Para la enzima extracelular se determinó la mayor 

actividad a un pH de 5.5 y 50°C. La secuencia de aminoácidos 

correspondió a 703 codones y tiene una masa molecular de 79 kDa (Satoh 

y col., 1993; 1997). La cepa de S. bovisJB1 también produce amilasas intra 
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y extracelulares, las cuales presentan características bioquímicas muy 

similares a las que se describen para las amilasas de la cepa 148. La 

secuencia de la amilasa intracelular de la cepa 148 es 83.2% homóloga a 

la amilasa intracelular de la cepa JB1. En 1993, Freer y col. purificaron y 

caracterizaron una a-amilasa extracelular de Streptococcus bovis JB l. 

Presentó un punto isoeléctrico de 4.5 y una masa molecular de 77 kDa. La 

actividad de la enzima fue óptima a pH de 5.0 a 6.0 y estable a 

temperaturas por debajo de 50°C. 

3. INTRODUCCiÓN 

En un trabajo reciente, se identificó la cepa amilolítica Streptococcus bovis 

A57206 aislada de un pozol de Villahermosa, Tabasco, así como también, 

se purificaron y caracterizaron sus a-amilasas intra y extracelular (Tinoco, 

2003). En este trabajo se reporta que la enzima intracelular se induce en 

presencia de almidón como única fuente de carbono, presentando una 

mayor producción cuando se incubó a un pH de 7.5 Y temperatura de 

37°C. La masa molecular estimada de la enzima fue de 44.5 KDa. La 

enzima purificada mostró un pH óptimo de actividad de 8.0 y presentó un 

rango de estabilidad entre 7.0 Y 8.5; la temperatura óptima de actividad 

fue de 55°C y fue estable en un rango de 40 a 65°C. Presentó un punto 

isoeléctrico de 5.5. El patrón de hidrólisis de la enzima dió como principal 

producto la maltotriosa, seguida de maltosa y glucosa en menor cantidad. 

Por las características de la enzima se determinó que es una a-amilasa 

productora de maltotriosa, termoestable y alcalifnica (Tinoco, 2003). 

Satoh y col., en 1997 determinaron que la a-amilasa intracelular de la cepa 

148 presenta un rango de estabilidad de pH de 4 a 8, un pH óptimo de 6.5, 
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así como su temperatura óptima de 40°C. Presentó una masa molecular 

de 56.65kDa. 

Es por esto, que, al presentar características diferentes de las a-amilasas de 

Streptococcus bovis ya reportadas, se propuso identificar el gen que 

codifica la a-amilasa de Streptococcus bovis A57206 aislado del pozol 

mediante la técnica de PCR con el fin de secuenciarlo y compararlo con 

las ya reportadas para determinar si son diferentes. 

4. OBJETIVO GENERAL 

Identificar el gen de la a-amilasa intracelular de Streptococcus bovis 

A57206 aislado del pozal. 

5. OBJETIVOS PARTICULARES 

• Diseñar primers específicos para identificar el gen de la amilasa 

intracelular de Streptococcus bovis utilizando la técnica de peRo 

• Establecer las condiciones óptimas de la reacción de PCR para 

amplificar el gen de la amilasa intracelular. 

• Amplificar la secuencia del gen de la a-amilasa intracelular y 

compararlo con las secuencias reportadas en el Gene Bank. 

• Determinar si son diferentes. 
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6. METODOLOGíA 

DIAGRAMA DE FLUJO 

Reactivación de la 
cepa de 

Streptococcus bovis 

Extracción del DNA 
genómico de S. bovis 

Detección y cuantificación del 
DNA genómico 

- Espectrofotometría 
- Electroforesis horizontal 

Diseño de los primers 
para la reacción de 

PCR 

Selección de las condiciones de la 
reacción de PCR 

Detección del producto de PCR 

Purificación del oroducto de PCR I 

I Reacción de clonación 1 I Secuenciación 

I 
~ Análisis de las transformantes I 

I 
I Extracción del DNA olasmídico ~I-----; 
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6.1 Obtención de la cepa de Streptococcus bovis A57206 aislado del 

pozol y comprobación de la actividad amilolítica. 

Streptococcus bovis A57206 fue aislada e identificada en un estudio previo 

(Díaz y col. 2003). La cepa se conserva a -70°C en perlas de vidrio con 

glicerol. Para su reactivación, se inóculo una perla de vidrio en 100mL de 

caldo MRS (apéndice) y se incubó a 37°C durante 18h. Este cultivo se 

almacenó a -80°C en microtubos, colocando 1.5mL de la cepa en 20% de 

glicerol. 

La cepa de Streptococcus bovis A57206 fue inoculada por estría en agar 

MRS-almidón (apéndice) al 1.5% y se incubó a 37°C durante 24h, a fin de 

corroborar la actividad amilolítica de la cepa al observarse halos claros 

debido a la hidrólisis del almidón. 

6.2 Diseño de los primers para la reacción de PCR 

Se utilizó el programa MULTALlNE (Corpet F, 1988) para alinear las 

secuencias de los genes de las a-amilasas de Streptococcus bovis ya 

reportados de las cepas JB 1 Y 148, Y a partir de secuencias consenso, se 

mandaron sintetizar tres primers (figura 2). 

Posteriormente, se seleccionaron las regiones conservadas de amilasas de 

diferentes microorganismos y se hizo un alineamiento con las secuencias 

de Streptococcus bovis reportadas en el GeneBank (Whitehead y col., 

1995) y se mandaron a sintetizar tres primers degenerados a partir de las 

mismas (figura 3). 
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Tabla 1. Secuencias de los primers sintetizados para la amplificación del gen de la a-amilasa 

de Streptococcus bovis A5720ó aislado del pozal. 

PRIMER 

Inicio ATG CAA TAC m GAA TGG TAC CTG 

.Medio GGC AAT TAC GAC TAT CTI ATG TA 

Reverso TIC ACC TGA AAT GCC GTA GTA GTC 

Rl GAT GTY GTC TIA AAY CA 

R2 GGT rnCGCTIKGAYGC 

~r~[ ATC ATG GTI GTC AWC GWA I 
"'""U""""_~m~ U~"-~nnwr ==nrnz, 

6.3 Extracción del DNA genómico de Streptococcus bovis A57206 

aislado del pozol. 

Se tomó un microtubo que contenía la cepa almacenada a -80°C, se 

inoculó 1 mL de la cepa en 100mL de caldo MRS y se incubó a 37°C en 

agitación a 200rpm durante 6.5h. El cultivo se centrifugó en una 

microcentrífuga 54150 a 4°C durante 5min. A continuación se colocó una 

muestra de las células centrifugadas (del tamaño de un grano de arroz) 

con una espátula estéril en 4 microtubos y se les adicionaron 700~L de 

buffer TES (apéndice), se les agregó 1 O~L de lisozima (1 OO~g/~L) y se 

incubaron a 37°C durante 1 h. Posteriormente, se agregaron 15~L de 

proteinasa K (20mg/~L) y 5~L de RNAasa (1 Omg/mL) y se incubaron a 65°C 

durante 30min. A continuación, se les agregó a cada tubo, 150~L de SOS 

al 10%, se agitaron e incubaron 10min a 65°C y se dejó enfriar a 

temperatura ambiente. Después, se les agregaron 800~L de fenol

cloroformo y se agitó vigorosamente. Se centrifugaron 10min a 13500 rpm 
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a 4°C. Se tomó la fase superior de cada tubo y se pasaron a otro tubo 

nuevo, al que se les agregaron 500~L de fenol-cloroformo y se 

centrifugaron en las mismas condiciones. Se tomó la fase superior, se 

colocaron en otro tubo nuevo y se les agregó 1 mL de etanol al 100% frío. 

Posteriormente, se agitaron los microtubos y dejaron en refrigeración toda 

la noche. Al día siguiente, se centrifugaron a 14,OOOrpm durante 10min a 

4°C y con una micropipeta se vació todo el etanol y se dejaron airear 

hasta secar. 

Finalmente, el ONA se resuspendió en 70~L de agua desionizada (Lawson y 

col, 1989). 

6.4 Detección y cuantificación del DNA genómico de Streptococcus 

bovis A57206 aislado del pozol. 

Espectrofotometría 

El ONA genómico de la cepa fue cuantificado espectrofotométricamente. 

Se tomaron 2~L de cada muestra, mismos que se llevaron a 500~L en agua 

destilada estéril y se hicieron las lecturas a 260nm y 280nm. A 260nm se 

mide la concentración de ONA, debido a la elevada absorbancia de la luz 

UV por las bases de ácidos nucleicos (Lodish y coL, 2002). Las proteínas se 

cuantifican a 280nm, debido a los grupos aromáticos de sus aminoácidos y 

a los puentes disulfuro (Laguna y coL, 2002). 

Una vez leída la absorbancia en las dos longitudes de onda, se realizó el 

cálculo de la relación de la densidad óptica (00). Una solución que 

contiene 50~gONA/mLH20 (O NA de doble cadena), tiene una 

absorbancia de 1 a 260nm (Sambrook y coL, 1989). La relación 

00260/00280 puede ser utilizado como un indicador de la pureza de los 

ácidos nucleicos (Ausubel, 1995). El valor de la relación debe estar en el 
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rango 1.8-2.0 aproximadamente (Sambrook y coL, 1989). Por lo que, se 

realizó el cálculo de la relación de la OD260/0D280 de las muestras del DNA 

genómico de Streptococcus bovis A57206 aislado del pozol, 

Electroforesis horizontal sumergida en agarosa para la detección del DNA 

de Streptococcus bovis A57206 aislado del pozol. 

Se preparó un gel al 1%, agregando 0.3g de agarosa a 30mL de buffer TBE 

1X (apéndice) al cual se le adicionó 1.41lL de bromuro de etidio (lOllg/IlL). 

Se mezcló 11lL de buffer de carga para DNA por cada 51lL de muestra. 

Esta mezcla se colocó en los pozos correspondientes y el gel se sometió a 

una corriente continua de 90volts durante 1 hora. La detección del DNA se 

hizó al observar el gel en un Transiluminador de UV DUAL-INTENSllY UVP. Se 

utilizó un equipo digital KODAK EDAS 290 para adquirir la fotografía del 

mismo. 

6.5 Selección de las condiciones de la PCR 

La reacción en cadena de la polimerasa se utiliza para amplificar un 

segmento de DNA que se encuentra entre dos regiones de DNA 

conocidas; utilizando dos oligonucleótidos como iniciadores (primers) 

mediante una serie de reacciones que son catalizadas por una DNA 

polimerasa (Ausubel, 1995). La reacción de PCR está en función de 

diferentes faclores, principalmente de la concentración del templado, la 

concentración del cloruro de magnesio, de la temperatura de 

alineamiento y del tiempo de elongación (Alkami, 1999). La reacción de 

PCR se hizo en un termociclador 2400(Perkin Elmer). Para establecer las 

condiciones óptimas de reacción se varió la temperatura de alineamiento 

- 12 -



en un rango de 45 a 60°C, y la concentración de MgCb de 1 a 4mM, así 

como la concentración del templado utilizando 79,158, 237 Y 316ng. 

Las condiciones generales de la reacción fueron: 94°C/l Omin para 

desnaturalizar el DNA; 35 ciclos con una temperatura de 94°C por 1 minuto, 

la temperatura de alineamiento que fue variable, y la temperatura de 

extensión a 72°C por 1 ó 1.5 minutos (en algunas ocasiones). Finalizados los 

ciclos, se sometió a 72°C durante 1 Ominutos con el objeto de que terminara 

el proceso de extensión. 

Los reactivos utilizados para la reacción de PCR se muestran en la tabla 1 . 

Tabla 2. Concentración de reactivos para la reacción de PCR. 
Cantidad 
de 

Concentración 
reactivos 

Concentración 
Reactivos 

inicial. 
por 

final 
mezcla 
de 
reacción 

Agua desionizada variable 
Buffer de PCR* 10X 5J.!L 1X 
Cloruro de 

5mM variable 
(1, loS, 2 Y 

magnesio 2.5mM) 
Desoxinucleótidos 10mM 1IJL 0.2mM 
Primer inicio(ver 

10IJM 2IJL 0.41JM 
tabla 1) 

Primer reverso(ver 
10IJM 2IJL 0.41JM 

tabla 1) 

DNA genómico 791Jg/IJL variable 
79, 158, 217 Y 
316ng 

DNA polimerasa** 5U/IJL 0.5 J.!L 0.5U 
V.final 50gl 

*contiene Tris-HCI 20mM (pH 8.0) Y KCI 500mM 

**Taq DNA polimerasa de la marca INVITROGEN Cato NO.18038-018 
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6.6 Detección del producto de PCR 

Una vez terminada la reacción de PCR, se realizó una electroforesis 

horizontal en gel de agarosa para DNA, con el fin de detectar el producto 

de PCR amplificado. 

6.7 Purificación del producto de PCR 

La purificación del producto de PCR se realizó mediante un sistema 

comercial de purificación (Rapid Gel Extraction System de MARLlGEN 

BIOSCIENCE INC.). 

Se cortó el área de gel que contenía el fragmento de DNA (alrededor de 

400mg) y se colocó en un microtubo. Se le adicionaron 30JlL del buffer de 

solubilización (apéndice) por cada 10mg de gel y se incubó a 50°C 

durante 20min hasta disolverlo. Una vez disuelto, se colocó dentro de la 

columna, misma que se introdujo en un tubo de lavado de 2mL y se 

centrifugó a 11,400rpm durante 1 mino Se descartó el sobrenadante y se 

adicionaron 700JlL de L2 (apéndice) en la columna y se centrifugó a 

11,400rpm durante 1 mino Posteriormente, se descartó el sobrenadante y se 

centrifugó nuevamente durante 1 mino Se colocó la columna dentro de un 

microtubo de 1.5mL, se agregaron 50JlL de agua desionizada a 60°C y se 

centrifugó a 11 AOOrpm durante 2min. 

6.8 Reacción de clonación en un sistema comercial (PCR 2.1-TOPQ® de 

INVITROGEN) 

Una vez obtenido y purificado el producto de PCR, se clonó en un vector, 

mediante el uso de un sistema comercial (PCR 2. 1-TOPO® de INVITROGEN). 

Se preparó una mezcla de reacción en la cual se agregó el producto de 

PCR fresco en un rango de 0.5 a 4.0JlL, 1 JlL de la solución salina, 1 JlL del 
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vector y se llevó a un volumen final de 6¡.tL con agua estéril. Se mezcló la 

reacción con una micropipeta de 10¡.tL Y posteriormente se incubó durante 

25min a temperatura ambiente. Finalmente, se almacenó a -20oe hasta 

su utilización en la transformación. 

6.9 Preparación de células competentes 

Se adicionaron 10¡.tL del stock de Escherichia coli DH5a (en 20¡.tL de glicerol 

a -700 e) y se incubó toda la noche a 3JOe con agitación constante. 

Posteriormente, se tomaron 0.2mL del cultivo anterior y se agregaron en 

20mL de medio LB (apéndice) a 37°e hasta que se alcanzó un valor de 

OD 600 = 0.4 (alrededor de 3h de incubación). Después se centrifugó a 

4000rpm durante 5min a 4°e en un tubo estéril, se decantó el 

sobrenadante y resuspendió el precipitado en 1 mL de la solución A 

(apéndice) fría sobre hielo, llevando a las células a un volumen final de 

10mL. Se centrifugó a 4000rpm durante 5min a 4°e y se decantó el 

sobrenadante. Se resuspendió en 1 mL de la solución B (apéndice) fría en 

hielo y se llevo a un volumen final de 10mL con la misma. Posteriormente, 

se incubó en hielo durante 30min. Se centrifugó a 4000rpm durante 5min a 

4°e y se decantó el sobrenadante. Después el precipitado se resuspendió 

con cuidado en 1 mL de la solución B y se hicieron alícuotas de 200¡.tL. Se 

les adicionó 10% de glicerol estéril y mezclaron por inversión. 

Finalmente, se congelaron las células en hielo seco y se almacenaron a -

700 e hasta ser utilizadas. 

6.10 Transformación de células competentes. 

Para cada transformación se usaron 2 tubos con 200¡.tL de células 

competentes y 2 cajas selectivas con Kanamicina. 
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Se mezclaron 200llL de células con los 61lL de la mezcla de ligación con el 

vector y ésta se colocó en hielo durante 30 minutos. Las células se 

introdujeron posteriormente en un baño a 42°C durante 2 minutos y 

después se enfriaron las células por unos segundos sobre hielo. A 

continuación se les agregó 1 mL de medio LB sin antibiótico (apéndice) y se 

resuspendieron por inversión. Posteriormente, fueron incubadas por 1 hora 

a 3rC. Se centrifugó a 2500rpm durante 5min a 4°C y se decantó el 

sobrenadante, después se agregaron 200llL de medio LB y se 

resuspendieron por inversión. Finalmente, se agregaron los 200llL de células 

a una caja de cultivo LB con Kanamicina (50llg/mL), 40llL de X-gol 

(40mg/mL) en dimetilformamida y 40llL de IPTG 100mM y se incubaron en 

una estufa a 3rC toda la noche. 

6.11 Análisis de las transformantes 

Colonias positivas 

Con una punta estéril de 10llL se tomaron las unidades formadoras de 

colonias blancas y se colocaron en tubos para centrífuga de 50mL que 

contenían 5mL de medio LB con Kanamicina (50 Ilg/IlL) Y se incubaron 

toda la noche a 3rC con agitación a 170rpm. 

Método de Lisis Alcalina para aislar el DNA plasmídico. 

Se guardó 1 mL de las bacterias transformadas en 500llL de glicerol y se 

almacenaron a -70°C. El resto (los 4mL), se centrifugaron a 5,OOOrpm 

durante 5 minutos. El precipitado se resuspendió en 100llL de la solución I 

(apéndice) estéril y almacenada a 4°C. Se transfirieron a un microtubo de 

1.5mL y se almacenó a temperatura ambiente durante 5min. 
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Posteriormente, se agregaron 200¡..tL de la solución 11 (apéndice), se mezcló 

por inversión 5 veces y se colocaron en hielo 5min. Pasado este tiempo, se 

adicionaron 150¡..tL de la solución 111 (apéndice) almacenada a 4°C, se 

mezcló y se dejaron durante 10min en el hielo. Los tubos se centrifugaron a 

14,OOOrpm durante 10min a 4°C, se recuperó la fase superior y se pasó a 

otro microtubo nuevo. Se agregó 1/10 parte del volumen de Tris-HCI 1 M 

(pH=8) Y 1 volumen de fenol-cloroformo y se agitó vigorosamente en vortex 

durante 15 segundos. Los tubos se centrifugaron a 14,OOOrpm durante 2min 

a 4°C y se recuperó la fase superior, misma a la que se le agregó 

nuevamente 1 volumen de fenol-cloroformo y se centrifugaron a 14,OOOrpm 

durante 2min. Se recuperó la fase superior y se le adicionaron 2 V2 

volúmenes de etanol al 100% (frío). Esta mezcla se almacenó toda la 

noche a 4°C. Al día siguiente, se centrifugó a 14,000 rpm durante 20min a 

4°C, se decantó y el precipitado se lavó con 1 mL de etanol al 80% y se 

centrifugó a 14,OOOrpm durante 3min. Finalmente, se decantó el 

sobrenadante y los residuos de etanol se quitaron con una micropipeta y 

se dejó secar para posteriormente resuspender el DNA en 40¡..tL de agua 

desionizada. 

6. 12 Digestión con enzimas de restricción para liberar el producto de PCR 

del plásmido. 

La digestión del DNA plasmídico se realizó con la enzima de restricción 

EcoR1, colocando 4¡..tL del DNA, 1 ¡..tL del buffer para la enzima, así como 

1 ¡..tL de EcoR1, 1 ¡..tL de RNAasa (con el fin de degradar el RNA que pudiera 

estar presente) y esto se llevó a un volumen final de 10¡..tL con agua 

desionizada. Posteriormente, se mezcló con una micropipeta de 10¡..tL Y se 

incubó durante 2 horas a 3rC en una incubadora para microtubos. Los 
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fragmentos de la digestión se observaron mediante una electroforesis 

horizontal en un gel de agarosa al 1 %. 

6.13 Reamplificación de los fragmentos obtenidos mediante peRo 

Se realizó una reacción de PCR en las mismas condiciones en que se 

obtuvó previamente el fragmento de DNA amplificado, con el objeto de 

confirmar que al DNA plasmídico se le había insertado dicho fragmento. 

Esto se determinó ya que, al realizar una electroforesis horizontal en un gel 

de agarosa al 1 %, se observaron bandas amplificadas con el peso que ya 

se habían amplificado anteriormente. 

6.14 Extracción y purificación del DNA plasmídico (Miniprep). 

Se inocularon 200~L de las bacterias transformadas en 6mL de medio LB 

con Kanamicina (50 ~g/~L) y se cultivaron durante toda la noche a 3rC 

con agitación a 170rpm. Se guardó 1 mL en glicerol a -700C y los 5mL 

restantes se centrifugaron a 5000rpm durante 5min. El sobrenadante se 

desechó y las células se resuspendieron agregándoles 250~L de buffer de 

suspensión de células Gl (Tris-HCI pH 8.0, EDTA 10mM, 20mg/mL de RNAasa 

A) al precipitado y se resuspendieron las células hasta homogenizar. 

Posteriormente se le adicionó 250~L de solución de lisis G2 (NaOH 200mM, 

SDS 1 %) Y se mezcló cuidadosamente por inversión 5 veces. Se incubó a 

temperatura ambiente durante 5min, después se agregaron 350~L de 

buffer de neutralización M3 (contiene acetato y clorohidrato de guanidina) 

y se mezcló inmediatamente por inversión 5 veces. Se centrifugó a 

12,OOOxg durante 10min y el sobrenadante se pasó por una columna, se 
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centrifugó a 11 ,400rpm por 1 min y se desecho el residuo del centrifugado. 

La columna se colocó dentro de un tubo de 2mL y se le adicionó 500JlL de 

la solución GX (contiene acetato, clorohidrato de guanidina, EDTA y 

etanol), posteriormente se incubó a temperatura ambiente durante 1 min y 

se centrifugó a 11,400rpm por 1 mino Se descartó el residuo del 

centrifugado y se colocó la columna dentro de un tubo de 2mL. Se 

adicionaron 700JlL del buffer de lavado G4 (NaCI, EDTA, Tris-HCI pH 8.0 Y 

etanol), se centrifugó a 11,400rpm por 1 min y se desechó el residuo del 

centrifugado. Se centrifugó a 11,400rpm durante 1 min para remover el 

buffer residual. Posteriormente, para la elusión del plásmido se colocó la 

columna dentro de un microtubo y se le adicionó 75JlL de agua 

desionizada (a órC) directamente al centro de la misma y se centrifugó a 

11,400rpm durante 2min. 

6.15 Secuenciación de los fragmentos amplificados. 

Una vez obtenido el DNA plasmídico ya purificado, se secuenció en un 

Secuenciador ABI 377 utilizando los primers M13 reverso y M13 (-20) forward 

del vector de clonación de un sistema comercial (PCR 2.1-TOPO® de 

INVITROGEN). 
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7. RESULTADOS Y DISCUSiÓN 

7.7 Reactivación de lo cepo de Streptococcus bovis A57206 aislado del 

pozol y comprobación de lo actividad amilolítica. 

Se reactivó la cepa de Streptococcus bovis A57206 y se corroboró la 

actividad amilolítica de la misma, sembrando por estría en agar MRS

almidón 011.5% (apéndice). 

Figura 1, Hidrólisis del almidón mediante una ami lasa secretada 
por Strepfococcus bovis NJ7206 aislado del pozol. 

La figura 1 muestra los halos de la hidrólisis del almidón efectuada por una 

amilasa secretada por Streptococcus bovis A57206, Durante las primeras 

24horas que se incubó la cepa a 37°C, no mostró hidrólisis, Posteriormente 

se almacenó a 4°C durante 120h y transcurrido este tiempo fue 

aumentando el tamaño de los halos de hidrólisis, 
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7.2 Diseño y alineamiento para la síntesis de los primers. 

Se diseñaron seis primers tomando como base las secuencias de las a

amilasas de las cepas 148 y JB1 ya reportadas. 

Tabla 3. Secuencias de los primers para amplificación del gen de la a-amilasa intracelular de 

Streptococcus bovis A57206 aislado del pozol. 

PRIMER 

Inicio ATG CAA TAC m GAA TGG TAC CTG 

Medio GGC AAT TAC GAC TAT CTT ATG TA 

Reverso TTC ACC TGA AAT GCC GTA GTA GTC 

Rl GAT GTY GTC TIA AAY CA 

R2 GGT rnCGCTIKGAYGC 

~TET~ 

l~ ~evelSO~] ATC ATG GTI GTC AWC GWA 

*En donde Y puede ser T o e , K puede ser G o T y W puede ser T o A. 

En la tabla 3 se muestran los 6 primers diferentes que se utilizaron para 

realizar la reacción de PCR, en donde inicialmente se utilizaron los pirmers 

inicio, reverso y medio, sin embargo, se mandaron a sintetizar 3 primers 

degenerados ya que con los anteriores no se obtuvieron resultados 

positivos. 

En la figura 2, se muestra el alineamiento de las secuencias de las enzimas 

con los primers: Inicio, Medio y Reverso. En la figura 3, se muestra el 

alineamiento de las mismas enzimas reportadas, pero con los primers 

degenerados R 1, R2 y R4. 
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391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 
l········.·········.·········.·········.·········.···· .....•.........•.........•......... + ••• 

JB1·intracelular CTTTCTGCTRRRRTRRRRGRRRRRGTCTTTCTCTTTGRGGTRCTCTRTCRTGRCRRRTGRRRCTTTGRTGCRRTRCTTTGRRTGGTRTTTRC( 
148·eKtracelular CTTTTRTTGRRTRTGCRRCCGRTTG·CRRRRTRRRRRGRGTGTT·TRGGRGGRCRGCTTRTRCGTTRRT··CRTRRTRGCRGTGTTRTTTTRr 
intracelular·148 RCTRRTGRRRCTTTRRTGCRRTRCTTTGRRTGGTRCCTGC( 

reverso 
inicio 
nedio 

RTGCRRTRCTTTGRRTGGTRCCTG 

Consensus ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• at ••• ata.t ••• a.tg.ta •• t •• 1 
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JB1·intracelular ····CRRRT •.. TCRRGGRGRCRR······CRRRGGTTGGGCRRRCCRRGRCT ... TGGTTGRCGGTGRRRRTGGRRnnRCGRT· TRCCTCRTGTRTGI 
148·eKtracelular CRRTCRRRTCRGTCRRGRRRTCRRRRRCRTCCCTRRCTGGRCRCRCGGRRRCRCTCTCRTTTCTGRTTGGCRTRRTCGCTRCGRTGTTRCTCRRRRTGCI 
intracelular·148 ····CRRRT ... TCRGGGTGRCRR·····-CRRRGGTTGGGCRRRTCRRGRTT ... TGGTTGRTGGCGRRRRTGGCRRTTRCGRC· TRTmRTGTRT~ 

reverso 
inicio 
nedio GGCRRTTRCGRC·TRTmRTGTR 

Consensus .............................. ~ ................................................ tacga •• t •• ct.a ...... . 

1821 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 
1--------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+--1 

JB1-intracelular RCCRRGCTRRCTGTRTRGGCTGGRCTTG----CCTTGGRGRTGRCGRRCRCCCRRCTGCTCTTGCTGGTCTCI 
148-extracelular RCGTGGC--RCRRRRGGTGCTGTTRTTGTGRRCCTTGTTGRCGGCGRCRRRCRRRTTRRTTCTGRRRCTRRT' 
intracelular-148 RCRRTCCRRRCTGCRTTGGTTGGTCRTRT----CTTGGRGRTRRRGRGCRTCCTRCTTCTCTTGCTGTTTTRI 

reverso CTGRTGRTGCCGTRRRGTCCRCTTCRRTTC 
inicio 
nedio 

Consensus & •••••••••••••••••••••••••••••••••• t~ .. ~a •••• e ••• a •••• a.t ••••• t ......... . 

Figura 2. Alineamiento de los primers Inicio, Medio y Reverso con las secuencias 
nucleotídicas de la a-amilasa intracelular de la cepa JB 1, de la intracelular y extracelular 
de la cepa 148 utilizando el programa MULTALlNE (Corpet F, 1988), en donde se muestra 
las regiones consenso de las secuencias que se utilizaron para sintetizar los primers. 
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J~1·intracelular RR·RbbRR((blmRR(RRRRIR(bbRR(RRRRbmRllRmRbRRbnRlmRbnmRRRRRIRRlbbIRllbRb((lllRbmR(bl(RllHRRRI(RIRRI 
1~~·eHtracelular mRbbmRllbmRllllRR(Rbnnllbblbmb(~bRllR~mRRGHRRRmGHRRlb(RbRlbRR(RR~lmRRIbRRR6Rlb6IRaJRIRm(RlOO 
intracelular·1~~ RR·R66~RnRm6RR(RRRRIR(6~RRmRRm6Rnnlnn(RR6(RRlllmmIRRRRbRRRRI(RIRllb(R(UHR6mRlbH6lmRRRI(R(Rm 

~eg~reverso 
Reg2 
Reg1 6RI6IY~lmRRRYCR 
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1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 
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JB1-inlracelular CRRRRRTRTCTRCGRTTGGGCRGRTTG-GTTTGTTGRRRCRR-------CTGGRGTTRRGG---GGTTCCGTTTRGRCGCCRT· 
148-eKlracelular RRTGRRTRTGTCCRRCRRTRTTTGTTGRGTTRTTTGRRRCRRGCRGTRGCTGRTGGTGCGGRCGGTTTCCGCTRTGRTGCCGCI 
inlracelular-148 CRRRRRTRTCTRTGRCTGGGCRGRRTG-GTTCGTCGRRRCRR-------CRGGRGTTTGTG---GTTTTCGCTTGGRTGCTRTI 

Reg4reverso 
Reg2 GGTTTTCGCTTKGRYGC 
Regl 

Consensus •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• g.tt.cg.t •• ga.gc ••• , 

JB1-intracelular 
148-eHtracelular 
intracelular-148 

Reg4reverso 
Reg2 
Reg1 

Consensus 

1561 1570 1580 1590 
1--------+---------+---------+---
TTTTGTTGATAATCATGATACCCAACGTGGTCA 
TTGGATGAATGATAGTGATATTGGTCTTGGATG 
TTTCGTTGACAACCATGATACCCAACGAGGACA 
T~CG~TGACAACCATGAT 

.t •••••• a •• a ••• tgat •••••••••••••• 

Figura 3. Alineamiento de los primers R1, R2 Y R4 (reverso) con las secuencias 
nucleotídicas de la a-amilasa intracelular de la cepa JB 1, la extracelular e intracelular 
de la cepa 148 con el programa MULTALlNE (Corpet F, 1988), en donde se muestran las 
regiones consenso, mismas que se utilizaron para sintetizar los primers. 
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7.3 Extracción y cuantificación del DNA genómico de Streptococcus bovis 

A57206 aislado del pozol. 

Una vez extraído el ONA genómico de Streptococcus bovís A57206 con la 

técnica enzimática ya descrita (metodología), se cuantificó el ONA 

espectrofotométricamente y se comprobó la pureza mediante la relación 

00260nm / 00280nm. La densidad óptica a 260nm es la lectura de 

absorbancia que nos indicó la concentración de ácidos nucleicos (AN) 

que contenía cada muestra. 

Tabla 4. Cálculo de la relación de OD a 260 

Muestra Abs (280nm) Abs (260nm) 00260 I 00280 JlgAN/Jll 

M1 0.421 0.297 0.6 3.71 I 
M2 0.114 0.252 2.2 3.15 I 
M3 0.143 0.316 2.2 3.95 I 

L T?7f~4 0.171 = ... JLF7r~.381 2.2 IIE~~:?~J 

La tabla 4 nos muestra los datos obtenidos de la relación de la densidad 

óptica de las proteínas y los AN, así como, el cálculo de los ácidos 

nucleicos en cada muestra. La muestra M1 tiene una relación de 

00260/00280= 0.64, Y dado que el valor es significativamente menor a lo 

esperado (1.8-2.0), esto nos indica que está contaminada con proteína o 

restos fenólicos. Las muestras M2 y M3 presentaron valores de la relación 

de 00 de 2.2, que de acuerdo con la literatura no es significativamente 

mayor que 2.0 (Ausubel, 1995), sin embargo, la cantidad de AN es 

ligeramente mayor en la M3 que la M2. La muestra M4 presentó un valor 
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de OD = 2.2 Y además la cantidad de AN mayor a todas las muestras, 

siendo de 4.761lg AN/IlL lo que nos indicaría ser la muestra más apropiada 

para utilizar en la reacción de peRo 

7.4 Electroforesis horizontal sumergida en un gel de agarosa para la 

detección del DNA genómico de Sfrepfococcus bovis A57206 aislado del 

pozo\. 

Para corroborar la presencia e integridad del DNA genómico se realizó una 

electroforesis en un gel de agarosa al 1 %, así como para corroborar los 

datos obtenidos cuantitativamente de la técnica espectrofotométrica. 

40,OOOob 

Figura 5. Electroforesis en un gel de agarosa al 1 %, teñido 
con Bromuro de Etidio y sometido a 90V /60min. MP: 
Marcador de peso ADNNHindi 111 fragments. M1: Muestra 1. 
M2: Muestra 2. M3: Muestra 3. M4: Muestra 4. 

En la figura 5 se observa que 3 de las 4 muestras de DNA obtenido: M 1, M2 

Y M4 presentan degradación del DNA, así como una mancha al final de 

cada carril. Esto indica que presenta restos fenólicos o de RNA. Después 
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de un tratamiento con RNAasa se confirmó que la mancha correspondía a 

RNA. La M3 no presentó barrido ni residuos fenólicos o de RNA además la 

relación de OD fue de 2.2. Por su pureza y concentración, la muestra M3 

fue la que se utilizó para llevar a cabo la reacción de PCR. 

7.5 Determinación de las condiciones de la PCR para amplificación del gen 

de la a-amilasa de Sfrepfococcus bovis A57206. 

7.5.1 Efecto de la variación de la temperatura de alineamiento en la PCR 

utilizando los primers inicio, medio y reverso. 

Las temperaturas de alineamiento que primeramente mostraron un 

amplificado fueron de 50 y 51°C con una concentración de 1 .5mM de 

MgCb, en donde se utilizaron los iniciadores Inicio-Reverso. 

Figura 6. Electroforesis en un gel de agarosa al 1 % teñido con Bromuro de Etidio 
y sometido a 90V/60min. 1: Marcador de peso $X174RFDNA/Haelll Fragments. 2: 
Producto de PCR con una temperatura de alineamiento de 51·C. 3: Producto 
de PCR con una temperatura de alineamiento de 50·C. 
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En la figura 6 se aprecia en el carril número 2, la amplificación de 2 

fragmentos con peso muy cercano, una banda de aproximadamente 

900pb (DOWN) y la otra muy cercana a 1,1 OOpb (UP) con una temperatura 

de alineamiento de 51°C, mientras que a una temperatura de 

alineamiento de 50°C sólo se observa la amplificación de una sola banda 

con un peso aproximado a 1000pb. Se repitió la PCR en esas condiciones 

(a 51°C) y se obtuvieron dos bandas nuevamente, por lo que se realizó la 

purificación de cada una. Se realizó una PCR nuevamente utilizando 

como templado cada una de las purificadas (UP y DOWN), esto con el fin 

de corroborar si se reamplificaban ambas bandas. 

1353pb ---
1078pb 
872pb ---

Figura 7,Electroforesis en un gel de agarosa al 1% teñido con 
Bromuro de Etidio y sometido a 90V/60min, Carriles 1: Marcador de 
Peso cpX 17 4RFDNN Haelll Fragments 2: PCR, utilizando como 
templado a "UP·, 3:PCR, utilizando como templado a " DOWN" , 

En la figura 7, se puede observar los resultados obtenidos de la 

reamplificación de las dos bandas nuevamente, pero una con mayor 

intensidad que la otra. Al utilizar el DNA "UP" como templado, la banda de 

mayor peso presentó una mayor intensidad, mientras que, al utilizar el DNA 
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"DOWN" como templado, la de menor peso se obtuvo con mayor 

concentración. Se mandaron a secuenciar las dos bandas, por separado. 

Sin embargo, no se pudo obtener una secuencia, esto se pudo deber a las 

secuencias estuvieran contaminadas una de la otra (apéndices F y G). 

Debido a esto, se realizaron nuevas reacciones de PCR, pero utilizando 

nuevas variables, con el objeto de obtener un solo producto de PCR. 

7.5.2 Efecto de la concentración de MgCI2 y del templado en la PCR. 

Se utilizaron nuevamente los primers "inicio" con "reverso" yel "medio" con 

el "reverso", preparando 3 mezclas de reacción. La temperatura de 

alineamiento fue de 51°C y únicamente se varió la concentración de 

MgCi2, desde 1 mM hasta 2mM, utilizando 158IJg de DNA como templado. 

Figura 8. Electroforesis en un gel de agarosa al 1 % teñido con Bromuro de Etidio y 
sometido a 90V /60min. Carriles 1: Marcador de peso molecular ADNA/Hindi 111 

fragments. 2, 3 : Primer inicio-reverso; Primer Medio-reverso (con CIMg2). 4,5 : 
Primer inicio-reverso; Primer medio-reverso ( MgCl2 1 .5mM). 6,7: Primer inicio
reverso; Primer medio-reverso ( MgCl2 2.0mM). 
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En la figura 8, se puede apreciar la amplificación de un fragmento de 

aproximadamente 1400pb obtenido con los primers "inicio" y "reverso", 

utilizando una concentración de MgCI2 de 2mM. La intensidad de la banda 

no fue suficiente para secuenciar, ya que se requiere una concentración 

de 50ng de DNA / ¡..JL. Se realizó otra reacción de PCR en las mismas 

condiciones, pero ahora variando la concentración del templado en 

donde se agregaron 79,158, 237 Y 31óng, con el objeto de obtener un 

fragmento de mayor concentración. También se aumentó la 

concentración de MgCb a 2.5mM para determinar si la concentración del 

amplificado también aumentaba. 

2027pb 

1 353pb 
l078pb 

Figura 9. Electroforesis en un gel de agarosa al 1% teñido con Bromuro de Etidio y 
sometido a 90V/60min. Carriles 1: Marcador de Peso A.DNNHindi 111 fragments y 
<1>X174RFDNNHaelll Fragments. 2.3 4:PCR con 79ngDNA y 2mM MgCI2. 5.6 y 7: PCR 
con 158ngDNA y 2mM MgCI2. 8 y 9: PCR con 237ngDNA y 2mM MgCI2. 10 Y 11: PCR 
con 316ngDNAy 2mM MgCI2. 12.13 Y 14: PCR con 316ngDNAy 2.5mM MgCI2. 

En la figura 9, podemos observar que al agregar 31ó¡..Jg/¡..JL de templado y 

una concentración de 2.5mM de MgCI2 se obtiene un producto de PCR 

de mayor intensidad, por lo que estas condiciones fueron las que se 

utilizaron para obtener suficiente cantidad de producto de PCR (DNA 
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amplificado). Se purificó y mando a secuenciar. Sin embargo, no se logró 

obtener la secuencia de dicho fragmento. 

7.5.3 Efecto de la concentración de MgCI2 y del templado en la PCR 

utilizando combinaciones de los primers degenerados R 1, R2 Y R4 con los 

primers inicio, medio y reverso. 

Se llevó a cabo nuevamente una reacción de PCR, haciendo 

combinaciones de los primers anteriores (inicio, reverso y medio) con los 

primers degenerados (Rl, R2 Y R4). En esta reacción, la temperatura de 

alineamiento fue de 54°C, esto con el objeto de que se hiciera más 

específica la hibridación (Alkami, 1999). Las combinaciones de los primers 

fueron: R1-R4, R2-R4, Inicio-R4, Medio-R4, R1-Reverso y R2-Reverso y se utilizó 

una concentración de 2.5mM de MgCb con 316IJgDNA/IJL de templado, 

como ya se había optimizado anteriormente (ver figura 9). 

Figura 10.Electroforesis en un gel de agorosa al 1 % teñido con Bromuro de Etidio y 
sometido a 90V/60min. Carriles 1 y 10:Morcador de Peso ADNA/Hindi 111 fragments y 
<l>X174RFDNA/HaeIIlFragments. 2y3:PrimersR1yR4. 4y5: R2yR4. 6y7:lnicioyR4. 8y 
9: Medio y R4. 11 Y 12: R 1 Y Reverso. 13 y 14: R2 y Reverso. 15 y 16: Inicio y Reverso. 17 
y 18: Medio y Reverso. 
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En la figura 10, se puede apreciar la amplificación de una banda muy 

ligera de aproximadamente 650pb con los primers R1-R2 (carriles 2 y 3). En 

los carriles 4 y 5 se observa la amplificación de 3 bandas de diferente peso 

molecular, una de aproximadamente 1300pb, otra de 650pb -al parecer la 

misma banda antes mencionada-, y la tercera banda de menor peso 

molecular, aproximadamente de 400pb, dichas bandas obtenidas con los 

primers R2 y R4. En cuanto a la reacción de PCR con los primers "Inicio" y 

R4 no se logró amplificar algo (carril 6 y 7). Con los primers "Medio" y R4 

podemos ver la amplificación de dos bandas, una con masa molecular 

aproximada de 1350pb -como si fuera nuevamente la anterior de mayor 

masa molecular- y la otra banda de aproximadamente 310pb (carril 9). 

Con los primers Rl y "Reverso" no se observa amplificación alguna (carril 11 

y 12). Con los primers R2 y "Reverso" se amplificaron tres bandas, como 

podemos notar, una de aproximadamente 1,450pb Y la segunda de una 

masa molecular de 1000pb aproximadamente, y la tercera banda de 

350pb (carril 14). Con los primers "Inicio" con "Reverso" y "Medio" con 

"Reverso" no se observó alguna amplificación (carril 15 al 18). Con estos 

resultados, se decidió realizar más reacciones, pero utilizando únicamente 

los primers con que se obtuvieron amplificaciones, así como, también se 

utilizó el producto de PCR de R2 y R4 con 5IJL como templado. La reacción 

fue sometida a temperaturas de alineamiento de 53 y 55°C con el objeto 

de aumentar la especificidad de la reacción y por consecuencia del 

fragmento amplificado (Alkami, 1999). 
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Figura 11. Electroforesis en un gel de agarosa al 1 % teñido con 
Bromuro de Etidio y sometido a 90V/60min. Cariiles 1: Marcador de 
Peso cpX174RFDNA/Haelll Fragments. 2 y3: Producto de PCR (R2-R4). 
4 Y 5: Primers R1-R4. 6 Y 7: Primers R2-R4. 8 Y 9: Primers Medio-R4. 10: 
Primers R2-Reverso. 

La figura 11 muestra las bandas que se amplificaron a una temperatura de 

alineamiento de 53°C. Se observa la reamplificación de los tres fragmentos 

del producto de PCR con los primers R2 y R4 (carril 2 y 3). Sin embargo, 

también se aprecia (carril 4 y 5) que se amplificó muy tenue, únicamente 

una banda de aproximadamente 650pb con los primers Rl y R4, que 

probablemente se deba a que no es tan específica la hibridación a 53°C. 

Con los primers R2 y R4, se amplificó una fragmento de aproximadamente 

lOOOpb (carril 6 y 7). En cuanto a los primers "Medio" y R4, no se observa 

alguna amplificación (carril 8 y 9). Con los primers R2 y "Reverso" se 

observan 2 fragmentos, uno de aproximadamente lOOOpb Y el otro de 

650pb (carrillO), bandas que no se aprecian bien a 54°C en la reacción de 
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PCR anterior (ver figura 10). Esto implico realizar otra reacción de PCR con 

una temperatura de alineamiento de 55°C, con el objeto de hacer más 

específica la hibridación y esperando que amplificaran menos bandas por 

cada combinación de primers y así mandar a secuenciar sin que pudiera 

haber contaminación de las bandas. Se utilizaron las mismas condiciones y 

combinaciones de los primers anteriores de la reacción a 53°C. 

Figura 12. Electroforesis en un gel de agarosa al 1% teñido con Bromuro de Etidio y 
sometido a 90V/60min. Carriles 1: Marcador de Peso <l>X174RFDNNHaelll Fragments. 
2 y 3:Producto de PCR (R1-R2). 4 Y 5: Producto de PCR (R2-R4). 6 Y 7: Primers R1-R4. 8 Y 
9: Primers R2-R4. 10 Y 12: Primers Medio.R4. 11: Marcador de Peso A.DNNHindi 111 

fragments. 13 y 14: Primers R2-Reverso. 

La figura 12 nos muestra que utilizando el producto de PCR de los primers 

R1 y R2 como templado, se presenta un barrido (ver carriles 2 y 3), y esto 

probablemente se deba a que hay inespecificidad. Sin embargo, al 

utilizar el producto de PCR de los primers R2-R4 como templado, podemos 

observar que se reamplificaron las 3 bandas anteriores (ver figura 10 Y 11). 

Al haber amplificación en las temperaturas de alineamiento de 53, 54 Y 

55°C se purificaron las bandas por separado, mismas que se les denomino 

fragmentos A, B Y e (de 1300pb, 650pb Y 400pb respectivamente). 

Posteriormente se introdujeron en el vector y se realizó la transformación 
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(ver adelante). Puesto que, en el resto de las reacciones de PCR (carriles 

del 6 al 10 Y 12 al 14), se observa que hay amplificación pero con una 

concentración muy baja, el enfoque se hizo en las bandas de mayor 

intensidad. Se realizó nuevamente una reacción de PCR con una 

temperatura de alineamiento de 54°C, con las combinaciones de primers 

R2-R4, R1-R4, Medio-R4 y R2-Reverso, con el fin de corroborar que bandas 

se amplificaban nuevamente. 

Figura 13. Electroforesis en un gel para DNA de agarosa al 1% 
teñido con Bromuro de Etidio y sometido a 90V/60min. Carriles 1: 
Marcador de Peso ADNNHindi 111 fragments y $X174RFDNN 
Haelll Fragments. 2, 3, 4 Y 5: Primers R2-R4. 6 Y 7: Primers R1-R4. 
8 y 9: Primers Medio-R4. 10: Primers R2-Reverso. 

En la figura 13, se puede apreciar que, al realizar una PCR con los primers 

R2 y R4 hay una banda amplificada de 1000pb aproximadamente y que se 

le denominó fragmento D, mismo que se introdujo en el vector para 

después hacer la transformación (ver adelante). También se observa una 

banda amplificada con los primers R1 y R4, sin embargo, al ser de una 

masa muy grande -mayor a 2000pb- no se tomó en cuenta para 

introducirla en el vector, ya que, bandas amplificadas de muy alto peso 
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molecular no son confiables (Alkami, 1999). La reacción de PCR en la que 

se utilizaron los primers R2 y Reverso, mostró amplificación de dos bandas, y 

además, con intensidad tal, que se realizó la purificación de cada una de 

ellas, sin embargo, solo se logró obtener la banda de mayor peso 

molecular -de aproximadamente 1400pb- que se le denominó fragmento 

E, debido a que en la purificación se perdió la banda de menor masa 

molecular. Posteriormente se introdujo al vector (ver adelante). 

7.6 Clonación con el Vector PCR 2.1-TOPO de los productos de PCR y 

análisis de las transformantes. 

Los fragmentos A de 1300pb, B de 650pb y e de 400pb aproximadamente, 

así como la banda de 1000pb (fragmento D) y la banda de 1400pb 

(fragmento E) se ligaron al vector PCR 2.1-TOPO siguiendo las 

especificaciones del proveedor (ver metodología). Los productos de la 

ligación se utilizaron para transformar a células competentes TOPO 10F' 

del Kit y células competentes DH5a. Posteriormente, se inocularon cajas LB 

con 70Jlg/JlL de Kanamicina con los productos de la ligación. A las cajas 

con medio LB, se les agregó previamente X-gol en DMF (dimetilformamida), 

así como IPTG 100mM, debido a que el vector posee el marco de lectura 

abierto (ORF) del gen de la p-galactosidasa. Las colonias de color azul 

indicaron que no se incorporó el fragmento en el vector, ya que no se está 

interrumpiendo el marco de lectura de dicho gen, mientras que las UFC de 

color blanco, indicaron que si se había incorporado el fragmento de PCR 

provocando la ruptura del ORF de la p-galactosidasa. Se esperaba 

mayor eficiencia con las células competentes del Kit, sin embargo la 
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eficiencia de transformación fue mayor en las células DH5a, por lo que se 

decidió utilizar esta cepa en las siguientes transformaciones. 

Se obtuvo una colonia de color blanco a partir de la reacción de ligación 

del fragmento e (ver figuras 10, 11 Y 12) Y tres colonias de color blanco a 

partir de la reacción de ligación del fragmento D (ver figura 13 en los 

carriles 2 al 5). De las UFC positivas obtenidas, se realizó una miniprep, 

mediante el método de lisis alcalina, obteniendo así el DNA plasmídico. 

Para eliminar el RNA se le agregó 10u de RNAasa a los 40llL totales del DNA 

plasmídico. La cuantificación del DNA se realizó por espectrofotometría y 

se obtuvieron 300ng/llL. 

7.7 Anólisis de las transformantes. 

7.7.1 Digestión con enzimas de restricción para liberar el fragmento de PCR 

ligado al vector. 

Dado que el vector presenta 2 sitios de restricción para la enzima EcoR 7 a 

los lados de donde se introduce el producto de PCR, se realizaron 

digestiones con la enzima para analizar de manera pre eliminar si se había 

introducido el fragmento (figura 14). 
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Figura 14. E en un g agarosa con Bromuro de 
Etidio y sometido a 90V /60min. Carriles 1: Marcador de Peso ADNA/Hindi 111 

fragments y <pX174RFDNA / Haelll Fragments. 2: Muestra 1 :Fragmento e de 
la reacción de ligación de la banda pequeña amplificada con los primers 
R2-R4. 3,4 Y 5: Muestras 2,3 y 4 de la reacción de ligación a partir del 
fraamento D amplificado con los primers R2-R4. 

En la figura 14, se puede observar que al digerir las muestras 1 a 4, se 

obtuvo una banda de aproximadamente 4000pb, que corresponde al 

vector ya linearizado. Sin embargo, esperábamos un fragmento de 

aproximadamente 400pb en el carril 2, que correspondía al peso 

aproximado del fragmento C. En los carriles 3, 4 Y 5 se esperaba una 

banda de aproximadamente 1000pb que correspondía al fragmento D. 

Esto indica que probablemente no se había ligado ningún producto de 

PCR. Para corroborar esto, se realizó una reacción de PCR utilizando los 

primers R2 y R4 para reamplificar los fragmentos C y D. Las condiciones que 

se utilizaron fueron: 2.5mM de MgCI2 y una temperatura de alineamiento 

de 54°C. Se realizó una dilución de 1 en 10~L del DNA plasmídico y se 

adicionaron 30ng como DNA templado para la reacción (ver figura 15). 
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7.7.2 Liberación de los fragmentos de PCR ligados al vector por reacción 

de PCR 

872pb 
603pb 

310pb 

Figura 15. Electroforesis en un gel de agarosa al 1 % teñido con Bromuro de Etidio y 
sometido a 90V /60min. Carriles 1 : Marcador de Peso ADNA/Hindi 111 fragments y 
$X174RFDNA / Haelll Fragments. 2,3 Y 4: Reacción de PCR a partir de los primers R2-
R4 (fragmento D). 5: Reacción de PCR a partir de los primers R2-R4 (fragmento C) 

La figura 15 nos muestra que en los carriles 2, 3 Y 4 en donde se hizo la 

reacción de PCR para las 3 muestras en donde se esperaba la 

reamplificación del fragmento C -1000pb aproximadamente- no hubo 

reamplificación, la cual nos confirmó que no se insertó el producto de PCR 

en el vector, mientras que en el carril 5 se observa una reamplificación de 

la banda de aproximadamente 400pb -que corresponde al fragmento C-, 

El fragmento de 400pb se mandó a secuenciar, 
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Por otra parte, el fragmento E -de 1400pb aproximadamente- (ver figura 13 

en el carril lO), que corresponde a la banda superior. En la transformación 

de las células competentes con esta reacción de ligación, se obtuvieron 7 

colonias positivas (color blancas), mismas que se pusieron a crecer y se les 

realizó la extracción del DNA plasmídico (ver metodología). 

Posteriormente, se cuantificó el DNA espectrofotométricamente, 

obteniendo una concentración de 350ng/JlL. Se hizo una dilución de 1 en 

10JlL. Para corroborar la ligación del fragmento de PCR, se realizó una 

reacción de PCR utilizando los primers del vector M 13 (forward) y M 13 

(reverso). Se agregaron 35ng de DNA templado, una temperatura de 

alineamiento de 54°C y 1 .5minutos de tiempo de extensión, debido a que 

la DNA polimerasa amplifica 1000pb por minuto (Alkami, 1999). 

Figura 16. Electroforesis en un gel de agarosa al 1 % teñido con Bromuro te 
Etidio y sometido a 90V/60min. Carriles 1: Marcador de Peso ADNA/Hindi 111 
fragments y cpX174RFDNA / Haelll Fragments. Carriles 2 a18: Producto de 
la PCR con DNA plasmídico de la transformación a partir de los primers 
R2-Reverso que contiene el fragmento E. 

ESTA TESIS NO SAL}.. 
OE LA BmIJOTECA 
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En la figura 16, podemos observar la amplificación en las 7 muestras de 

DNA plasmídico. Todas las muestras fueron positivas, lo que indicó que 

todas las UFC que se picaron tenían un fragmento de aproximadamente 

1800pb amplificado con los primers M 13 (forward) y M 13 (reverso) del 

vector PCR 2.1-TOPO. Se obtuvo la banda del peso esperado, de 1400pb 

que corresponden al fragmento de PCR más 380pb aproximados al 

fragmento del vector ligado. En la figura 16 se aprecia un fragmento de 

1800pb aproximadamente y que nos confirma que en el vector se introdujo 

el fragmento E (ver figura 13 en el carril 10, corresponde a la banda 

superior). Posteriormente, el DNA plasmídico se mandó a secuenciar. 

7.8 Secuencias obtenidas de los fragmentos de PCR. 

Las secuencias obtenidas fueron 3, una que corresponde a la banda de 

400pb aproximadamente (fragmento C), amplificada al utilizar los primers 

R2 y R4. Las otras dos secuencias son el fragmento E, amplificado con los 

primers R2 y "Reverso", dividido en dos secuencias que se obtuvieron 

utilizando los primers del vector: el M 13 forward y el M 13 reverso. 

7.9 Alineamientos de los fragmentos de PCR obtenidos con las secuencias 

nucleotídicas de las a-amilasas reportadas de las cepas JB 1 Y 148. 

Finalmente se hicieron los alineamientos de las 3 secuencias obtenidas con 

las secuencias nucleotídicas de las enzimas ya reportadas en le GeneBank 

de las cepas de Streptococcus bovis cepas JB1 Y 148, mediante el 

programa MULTALlNE (ver figuras 17 a 25). 
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Figura 17. Alineamiento de la secuencia obtenida con el fragmento E utilizando el 
primer M13 (forward) del vector 2.1-TOPO (amitopoM13-forward) con la secuencia 
nucleotídica de la a-amilasa intracelular de la ceDa 148 (intra 148), 
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Figura 18. Alineamiento de la secuencia obtenida con el fragmento E utilizando el 
primer M13 (forward) del vector 2.1-TOPO (amitopoM13-forward) con la secuencia 
nucleotídica de la {X-amilasa extracelular de la cepa 148 (extra 148). 
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Figura 19. Alineamiento de la secuencia obtenida con el fragmento E utilizando el 
primer M13 (forward) del vector 2.1-TOPO (amitopoM13-forward) con la secuencia 
nucleotídica de la (l-amilasa intracelular de la cepa JB 1 (intraJB 1). 
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anitopoll1J.reverso IGTIGt~alIC ~~IGICll6nCCIAGtCR6nCACCGtRAmCmRARR--ffiCIG1lCIACT _.-T6ClGTIGI·GlR6f1l1116616Am~C86CR· nnCIIGIGCIlIlClRIGIVlTIA 

Consensus l acaGCRaRaC,~~lGl caGI acccRaaaRa l gcaCaGcRllaaa~ n aliaR"", #gG1laaaCa"", ,I aCl a l eGI,a l aGRaaaaGaaage IRCm, nnCaaggeGaCgaaGIVII ca 

~~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ 00 M ~ ~ ~ ~ 
1-· ...... ·--+0·-·+--...... ··-+·--· ............. · ....... ·-.....-· ...... ·-+-0-+---1 

INTPJI1~ ~mmmRTRnmR6~ICRRl~fWlIC~lm~I~~OlRRII8RCG1lnRGRCmRIIRICTI.nC~nnnC~IIlATIRmnAI61~rrRCmm~6ClTGIGmmGalm~ 
anitop~J.reverso ~mCIIRII6IRAm-RRIQlnRmCHIRCArrCAGan 

Consensos ale lCaaag lRaa n '" ,lIRgRaClla 1 aRaaC~TClca,IIRa~Olaaa8aCaac""""."""""" ti,"" ti,"'" ti,"" ti,"" ti,""""""""'" ti, 

Figura 20. Alineamiento de la secuencia obtenida con el fragmento E utilizando el 
primer M13 (reverso) del vector 2.1-TOPO (amitopoM13-reverso) con la secuencia 
nucleotídica de la a-amilasa intracelular de la cepa 148 (intra 148). 
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I··---+--.. ·· ..... ·_ .. ···.--_···.··_--.-···--+_····-+--·.·_-.. ··· .......... ·····+--··+-1 
el(tra1~ ~ICm~CIUlru¡UDI6~ClmmMlR~~mC~lR~T6CtAI6bmG~IITC~G~~TOC[m61RRI[[lGGlb6IGR16Rmn6tA~T6Rll6~~[6I66Cm:llBJliT[ 

anitopo~lJreverso 66TllTCG[m6~TGCC· T~Gm-·· ncR~RCRTllT~C6IllRHm· T6GH ••••• _-H~[ncRn[6TGT~6CRRltAlI!1Il~ 
Consensus .......... , ............ , .... " .. aaTaaaegCeal aRTIlC, labm, .. ,aTC~aRaaacclaC6aR~TcClg, TG61g, ........ n aCaa lemGaac6Ta6C~aaa~OOallt 

I··---+---··-.+-···_···.·_· __ ·.······-a+ .. ···-..... • .. ··· .. --· ............ ···_-+--····-+--··+-1 
extra141 IGHRmlRmn~[6~C~fIIlCRRRmmCTGIlRRCTRRm66ClGllTGGTR[RIOCllClmClUlG6TllCl66T[6R[~RmRRl6mCRRRlGGltGlRHRtAGGTmn 

anitopo~lJreverso IRltAcrMRlGCIIHn --·········tAGIlTGIllll····l[~~MRR66CI6~CGCII6CR·RCIICCGTC _ ••• ncl66TRGIlI6CRCMRl~II-CRm66TtAl[T .[Il6Tmocll 
Consensus lalcRccaaaaaCaTlgl .... , ...... , ,CIlaRT~n" .. aiaRRaaa66CTGIleIlcaaCR,RCIICc6aC, .... TlCT66TaGIleaadRlaa, .eRRa l661Calacl ,C86galtCaca 

~~ ~ ~ ~ M ~ ~ ~ M ~ ~ ~ ~ 
1··---+-···-.········· .... -··.········ .. -···----+--···+---··.··-.....···-+--···.-+---··+-I 

elllral4l CmCmltA·6CC6mTllTblRl6RlbRCCRRII·l~G[RR6CRIIlCRR6mCru¡ll6RI66mtARru¡RR66CG1lCRRlIlGCRTllClRRRIICRCR6RR6lRRtAHGRllRGClfHIlII 
anitopo~lJreverso RCCllmGCllC6116lR6COCTlClR~RlbRCGIlHRbmmC6nflllCRllICRgRRR[G~RlC~~m~M~lCRGllI6mTllTRH-.(RRCRGl6RC6H6lffltAmfll 

Consensus aCagCIlCcCgtA,6ee61 a6cae l gcaaaRIGllCcRaga, 1 agCcaa6eaaa lCRaGctaaaaaeaRa6cgaRcaR~aaaaaaaCRaaa6aa llle llll"" .c~aallGl aOCa HGaRacCaaalllII 

I····--+-· .. ·· ........ ····· ..... -+··--· ... ···-..+---···...-·.·----+···---+--···-+--··+-I 
extra141 i6ClG8CICiG[6RCllRCmll6blRRlGGitAIl6RbGIRGtnRlRMbRCGGimiRRRGICRmTl661GRR661l116R~IlIGGICMIClUlCTRmIMtAnmc16clVlC_1 

anitopo~lJreverso He ·61CmRl66CR·GtCUCtnmm6l[ ··Gl6RlRlll6[RtAbC~mRCnGCII~C~IIITlll6[6Rm&-nGlIlC~RTltAlRRRGIlTC6TC ·RcrRtAGIlCRlll[.l 
Consensus i gC,6aCTe r acGaCa,ataaaCll eaeaa T6gcC, ,ba6a l~e T gacRaRGaagg T aa T aaaaaCRagg n ~c6Ragg6, 116aagCaag ICllaaaRaa l ac IC ,RaCRcaGllCagca.iMcCr 

I··---+--··-+--·····+---+··--+-··· .......... ···...--··.·----+···--+-···-+--··+-I 
extra141 G~Cll6lllltARCRR[6RRmlRCRCmtACRRrGRRRG8C[M6TGCTGllGRClllllmRm_CCRGIllMn66TCRG19I161RTGtlTRtATGTRTItAGC_rMTR 

anitopomhverso GR··--R~rru;cRnGllR6[R{CC[RCIC6[MGGRR··[MnTlClnRrCmRlRCrCRTRRIITllTRrCR6[flm~TlR[RTCltAmCl··-Rlll6TltARCTllT[fIl8n 
Consensus 6R"", ,RacRatAac6RR6aCR, aCaCae lCaCaRaGaRR, ,[aRag 1 gCT gaaaClaaaaae 1 aa 1 aaaaaaaaeCRGacRa n ag laaeRac l CM T ~l ",RI g la TlCRaCaaaacaalRTa 

I··---+--··-+-····· ..... --·.·· .... -+-···-....... ···...-·.·----+··· ........ ······...--··+-I 
elllra141 RRmmGlI6CRI6IICT66RmRGRTGIlCI~R~6~R6tAlCruJ61C6HRntA~lCRCRGH[T6CntATRl60GllR6RR66l61GllR~GlHHlmCRIIRTIIITCR~GlIlDfR 

anitopo~lhverso ~~tAIGTlHRClll·.[88161mJTlCClmIlGHeRCC6CRRmCmR--RHHa;clGR·-C1RCTIlmmlGlllGffl-···-R1661rJlmlRtA.[8TllTCRGlMTRT· 
Consensus RRCa le H6,CatAl "Caa~aaagaaca 1 aaCeRaagaReCacaRgg l~ HR" ,RRaCiaGa, ,Cl in cala l gc lGalGIII"", ,Raa6l anlCl aCR,aG'IT aa ltAagrlg,ocall , 

~~ ~ ~ ~ M ~ M ~ ~ ~ ~ M ~ 
I··-...+-··-+---···+-+··---.-·--.......···...--.·+·----+··-...+-···....--··+-I 

extra1~ lCCRClUIIlRl~GRlllGRnltARRGCIl6MG[TlGIRCltARMGOGGlnGRl[tIGRIGI6CCIl6CRGGRRRlVICltGl6lRR[mGRlmCI66C66Tl666RIR616C6Mllll 
anitopomJreverso ···-···-6~~nRRmCRRRGl~~mmlHmIG~CRCRIClCGllRIRtATlCR6coct 

Consensos """, .. "" ,G~a n aRmCRR~6c~aaagaa la, ,RCaCaallaaCagc l cgaRT atal gaa6ca[ .. """""""""""""""""", .. """"" .. "", 

Figura 21. Alineamiento de la secuencia obtenida con el fragmento E utilizando el 
primer M13 (reverso) del vector 2.1-TOPO (amitopoM13-reverso) con la secuencia 
nucleotídica de la a-amilasa extracelular de la cepa 148 (extra148). 
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1 10 20 30 40 50 60 70 00 90 100 110 120 13 
1·····_·+········-+·······_+_·······+-······_+·· __ ·+···--+_.-.-+--_.+ .. __ .+ .... _.-+ .... _-+---

I1HRRJ81 ClGCRGRCTTRClGGTlRIGTTRGCRGCTClCRGIRRCRIGCCRlTTRRRRCmCGClRGRRICRICRTTI6CT6CIIIIHCCCRTCTCIIRTTRTT6GICHCRTTlT8CI6tTTITTIRIGGIGGI61IH 
allit~1U3-reverso SGITTIC -GCTTI--GRIGCCIRtiI 

[onsensus ft ................................................................................................... agTTTaC.6Cm ..... 6aT6ccgRal 

1·_·_·+·_·_·.·_··· ... ---... ·_····+---+--... -·_·-+---+---+_·_·+---+--
I1H~81 GGICRTTCRIAICRTClRRGTTCIIl66RTTTTIlmAGllOClTTllRGTTRTTIlT8Cl1lClIIIIIHCGTTIGCRlT8lTTIiIIOCTTICl6tIAAIIIIIIllllRGRRIIIIRGIClTTCICTTIGR66IRCU 

aftitopolU3-reverso GllCRRRCRlTTIR-C6RRRTTCTTIGGTTllRCCllCRTT6CGT6TRG-·_·-ClIlTCIIR6AIGSTRTCOCCIII6CRTTTTCRGRTGRTTTTCCn-nRRRR~IGRCfiC-_COC 
Consensus ~ ICllaaCRT a l cll,cgRAa llCT agGa llll aem aaaaceg l g IRG"",'" ,CRRccaRaA~ l agCAceOaa 16aAc TTICaGa l aAaa T aaaO,AAOOR6gCI gaCgC", ,Rtical!caC 

~ m ~ ~ ~ m ~ ~ ~ ~ ~ m ~ ~ 
1·_·-.. ········+---+-_··_+-····_·+---+--... -·_·-+---+--_·+_·_·+---+---

INlRRJ81 RICRIGRCRRRlGOOOCTTI60TGCRRIOCTTT6RRlG6TRlTTRCCRRAT6RC6GIRIVICRCT6GRRRC6TTT66CAGCCGRI6CllCICRlmGCCCIIRRAR66IRICRCCIIIIHRlTTSGRT6CCC 
aftitopolü3-reverso GTm -··Cl66·_·IR6RI6COCRARlRRCAAll66ICRICClCIIGIAACCACAOCCIIIIC ·CCGClOillGIAGtR--CllClRRR-lGRCGAllR·-GTTImCGTlRRIC -RTGCCII 

Consensus a lCa T" .. ,alGa" .. TaGRl6CAaaRa l aacRRI gligaca l aCcaRa T aRCcacllAaCaCae,aaaCacg l glieR6Ca .... mCl aRa .. lGaCcllaaA, ,61 a ICacCaaaAa Tc .. RT6CCa 

~ ~ ~ ~ ~ ~ @ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ 
1·--+·_·_+---+--+-·_·_+---+---+_·_--+--+---+-'-'+---+-

I1HRAJ81 Cl6CTTTTRRR6CGRClCR-·lGOCRGIGRIGI6GSClRI·GGCGTClRIGRCmlTTGRCCTAGliIGRRlTTnnCCRRORRG6IlRCCGTlCGRRClllIIIHlRCGGRRCRRI8JClGRTTRCCIRGRR6 
allitopoH13'reverso CIIRC ····RRR6CGRRICAAllGAIIIIHTCA6ATGRlTTlTTRRCARCA6T6RCGll6TAGtCIIT-·IARATTC6TCTTTRI61I116tCGCmCRCCGI6TCC6-·····TGRIRTTTm ·-A6 

Consensus CaaC, .. ,RRRGCGRa ICR .. IGRaAa l cllga IGage T a l,aaCaaCaa IGRCe II g l aSaCa T .. ,l aRRll eaaCcaaRaaGcRaCC6cccgaRCaaaa l aC6, .. ", ,aSa l aa II aCCaa .. RG 

~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ 
I·--+·_·_-+·_·_-+-_·_+-·_··_+---+---+_·_·-+---+---+_·_·+---+-+--

I1HRRJ81 IRTTTCR6CICllRRRRRIRRI66IRllGRGecTTTAGtIGRCGICRllnnRRICRIRR66tT6CI6CIGRCCOCRCCGRRRCCTTTRAGGTlGTT6RR6ll6CICCRGRR6ACC ··GROCIIf8l6ll 
aftitopolU3-reverso RTTIRC --ll6CRRCRR·-STTTIGCGRCll ·-Gll66C ·ICOIIllCOIOAAGRICGICR-CCACRGRCRlTTCCIIR6RCCIGRRRIRIIIITT6ARGCCIICCCCOCICGCCRR6GRIIIIIITm 

Consensus aa II aC"" ,ll aaRAaaR .. ,GI a llGaGaCrr "Gc lGaC ,ICRa rr cllaAaaaaaa6tú,CcaCalRa~CCaRaRCCI gaARgagca llGIIIIGccaCcCCPtaaGaCa, ,6AOCa1llgg TT 

~ ~ ~ ~ ~ ~ m m ~ ~ ~ ~ m ~ 
1·--+·_····+·_--+·_···_+···_·_·+-·_·-.. ·_-.... -·_· ... ---+---+----+---+--

INlRAJ81 ICR6ICRRCCllrrGRRArrGARG66IGGACRRRrrrrACCITIGRGSICGCCRCC6IGCCCIACRRCGRCITIGRRI6ICRll6GlrmCTTIACGG6CRCRGRCIRIGRT6ICIIRRRCI6GlRRAA 
allitopolU3-reverso TTTRIClllRIRCICRIRRRITTTRICAGtCRlllRllACCRICICRlTT ··CIRTTT6llcmmITCl1fHllOOCRI-Gll6CRCRI·_··CRATGTCRGI·-ICCIR6CCRGllCOC 

Consensus l caa ICaaca l ae l cRaRaagaagagcaGaCAaa la rrRCCa l cgaag le, ,Caacg IGccCaACaacgaCaa, ,Ra l aaCIII .. GI acCRCa l, .... ,CRaa6aCaa l .. , ,ICaaRaCca61 aaAa 

1·--+·_·_+---+---... ·_·_+---+--... -_· ... ---+---+_·_·+--... -
I1HU 166COrrllCCAIIIIIICRRGSIGlCAACRAR-6GllGGGCAARCCAIGlCrrGGllGRC6GTGRAAATG6IHIllRCGRllOCCICIIIGIATGCCGIlClRGRTTTCRIH:ATCCIlIAAGICIIICIIIHI 

allit~1U3-reverso -GCRRTTTClllARR-ACfiCIGRClRCITGCI6ll6IGIRtiARRI66IGRlClRmlCOITTTCR6IGCIB:IATSoonRRTTTcmA6IRRTTTRAIROCIICIGRCOCRlClCGRATOCIIITCIlI 
Consensus "lIIIa TTICcaaRaa,Ra6eaGRCaACaaa,gGllGg6eRaRaaaaGaca l cgaeaaCag l gaaAa IGcaRa l aacaRllRac l caaaaa l aaegaaa IAaaae TcA':RICca6RRgaCRI caRaa 

911 920 930 94) 950 960 970 900 9!Ml 1000 1010 1020 1030 104 
1·--+·····-.. ·_-... -_·_· ... ·_·-... --+---+_·-.... ---+---+_·_·+-... --

I1HRAJ81 IAlClRCGAITGGGCR6AIT6GTTI6llGARRCRRCIGGAGllRRGGGGllCeGTTTRGRCGCCnTTmRIC6RITCmCITCRIGG6RROClllAICC616RIAIGRRHOCClIlGICC6GOll 
allitopolU3-reverso CC 

[onsensus ca •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• , ......................................................................... . 

Figura 22. Alineamiento de la secuencia obtenida con el fragmento E utilizando el 
primer M13 (reverso) del vector 2.1-TOPO (amitopoM13-reverso) con la secuencia 
nucleotídica de la a-amilasa intracelular de la cepa JBl (intraJB1). 
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1·······+---···.·········.·········.·········.······· ... -······.·········+---··.·········.···_·-.·········.······-1 
INl~~l ~~ lll~~[~llRml~~[~~m~I~~~~~~~(l~IlCHIlI~~m[m~m~m~(lffillan~m[~~m~m~~1ma;m[t~[[~~~~I[llllllmJ(~~~[~~~~~~~IlR[IOln 
U ~l[~lffimImIm~~[~~mtl 

[onsensus '" 1111' 11 "' "" """"""""""""""""" """ """ "' 11 """ "' """""""""""" ,a I eaaalieaagt~aau~~a~~ee ItlW: 

1········.·········.·········+··_·····+·········+·········+·········.·········+-_·····.·········t········ .. ·········+······-1 
INl~~l~~ ~(U~lll~tQ101I~Hllll~~lt~mm~~lU~~IImu(tl~~(ltmtmOClll[m~~t~~[[~I~~lmRll[~~~~~t~~~[lmu~~mllt8m~~(U~~I~mt~m 
IlIHl~ I[ ••• mt -Ilm~lllrm~~~mm[·· muIuocmm~~m~I~~m~[~lllRml[~mt~t~I·····IIfffllI~~·········mu~mrmmmu ••• rm[[~Gm 

tonsensus at", n at,~mlla n e I ga~aea I atll m~I~~aalla It~ate I aaaae I eam a~e I alta I ge~[~a"" ,aallaalflc~~"""" ,[m~a Ita~~gmat", I gaeeaal[ 

I·······-+_·······t·········.··--· .. ·········.·······-.·········.········· ........ ··.·········t······--t·········t······-1 
I~n~l~~ ~u(U~m~[[mmm~tllmm~~rmmmt~lumlm(l~t~~m~(l~mt~~tmlt~~~16Rlllll6[~t~~[~~~~tlllt~~~~m~lm~~I~~m~(lmm~ 
mlIl~~~ lul··[~~Rt -tocllll~~t~l[LR[~~·_·····I~~I~u~~I[ll[m~-·~U~t~[t~unlll·····_····~~[~~~~~I~I[~~II-6CI~~I·· mun[I~I·([6 

(onsensus a~e, ,[aaOC" ,tata I e I gata Iteat~~, ""'" I aaaa~amlln ata" ,~tc~taatauta m"" "'" "'" ,~at~~aae I a It~~a, ,ua l~aI 11 I aaUll atl g I ,tgca 

I·······-+---···+·········.··_--+·········t········+-······.········· ........ ··.·········.···--+·········.······-1 
INml~~ ~~~t~~~t~f{lum~I~~I~RR~~~~I~R~n~ml~~t~~ltm~~mtmum~lt~l~ImuuRu~I~IIIDll[LI~mnmutlmnmIm~t~~mtlt~lltnm 
IlIHl~~~ l~u[~Rtt~u-flImuRR~lU~Rnnrmttm~~mmul~~~m~uttRI-····~~I~lUl~~~m~mftllumt~lt~tl~ut~uummnmRt ···tmmOlI 

(onsensus aaat~~et~u,~m aaaa I a~~gaaa I g~atl a I aacaa[aa I aa~aatautaaaau""", ,~aea l~g~a~1 aaHgdl en ata ltan a~ta~g 1 g 1 aa 1 eaaaaOC" Jm e I aOIg 

1·······.....-···.·········.··--+·········.······-....······.········· ........ ··.-····-·.···--+·······-.······-1 
INl~~l ~~ t~~~~tu~~lumul~~~t~~~RRRluu[~~.~m~t~u~nRltlt.ltRR~~lltl~tl~lt~IOlnQ1aJ~~u~~uun~tffit~~nnttllun~~t~t~u~Rl[[6lClt 
flH~~~ ~RRuR··I~nl~~tt~luRIllRuu[ 

toosensus aR~a~"a&lingadaetRaa~aRauu[",""'"""""'"""""",""""""""""'"""""""1111111111111111111"1"""1111 

Figura 23. Alineamiento de la secuencia obtenida con el fragmento e utilizando los 
primers R2 y R4 (amilasa) con la secuencia nucleotídica de la a-amilasa intracelular de la 
cepa 148 (intra 148). 
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1 ....... + ........ + ••••••••• +_ ••••••• + ••••••••• + ......... + .... ••• .. + .... ·····+· .. ······+······ .. ·+·········+···· .. ··+· .... ·_1 
extra! ~~ ~~lAA1~1~(AA~((m~~~~~(~(~~m~(~(~~~1~m~~~~1(~~lrn~([lm~1~~n~~~~~~(~~1~~~~~m~gm~1~m1(~~lmflflt(AAmm 
aftilasa ~1(~1~m~lrn1[~~~rn~m 

[onsensus """, •• ", •• ", •• ""."", ••••• ",."""""."" •• ,.,"", •• ,', ••• ,""', •• ,"""",.,',.".,""',.~cc~lcaa1a1rna[cAA[a~clI 

1 •••••••• + ••••••••• + ••••••••• + ••••••••• + ••••••••• + .•••••••• + ......... + ........ -t ......... +.H •••••• + ......... +-........ +-······-1 
extra1~~ ~l~~~~l[~lAAn~l(~m~~~l~nbfl~~m~~~~~~~l~AAml~·l~ ·l~l[~~l~~l~m~~~mml&·l[(~l {mAA[[~W~{m~H[~ 
anilasa rn~mlIurnrn~m[l~~lul[1~m~~~m~~mu1~~~1([~lAAlI~lrn1urn(mflflt~AA~1~[m~m~~AA~lUttlI~((~~~~[mlrn~m[llTI~[~ 

[onsensus aa~aaa 1 c~caa~a 1 a 1[aa~a~~u1 ama~~a~~ 1 ca~aa~aa~a~aaa[~la"l ,.1~aa[~a l~aa& la~a 1 ~m ca~"lu[~ l. [caa~~[acaOl~Jca(~a 1 ~~ 

1 ....... -+ ..... 0 •• +--....... + ..... 0 •• +--..... + ......... +_._+_ . ..-+ .... --+ ..... ..-+ ...... ·-+·· .. ·--+-·_·-1 
extral~~ ~l[~~~l[~l(~~urml[~~~~~[~l[[l~~n~~rn[[·u~~~rnmlrnmm~l·l~urnlMl~l~~lm[l~~lurnmm~[[Hl~l~m~~~l[l(fl1 
aftilasa lmrn~l~l~~~lmm[~~[~[m~mm[AA~~~ml(fl1~~nOOlInm[l~lmllm~M~~l-ll~~l11Iml~( {HlfiUm~lrmll 

tonsensus ac(~~ae~laa~aaaa l(aaa~~~a[a~an~aaa(~.~~a~arnaaecc&lImal.~~cagaa lia~~~~l,.lcarm~l~e lIe lI~[Jm~adl~a~lrna 

1·······+ .. ······+--·······+-········+·········+······ .. + .... •• ... + ..... ·..-+· ... ·--+· .... ·--+· .. ·····-+···· .. ···+··_·-1 
extra1~~ ··~~lu~~mlul[ffiOI~~l~m~m~mm~~~~[~~u[~ul~[l~~l~luM[~mml~lmlu~[~~AA(~rnmAAmtm[11~(U[~Umml 
anilasa [~~~~~~1~m······AA~m~m~1~mrn1rnn~~[~~mmlI .. ml[[~mllrnl~~11~[m~~~[rnl~~1Iu[ 

(onsensus 1I~~a~~l~lulll.1I .~~ma lIe~l~aHcaaa~~u[~~~a~l~al"l~araa[ar III ~~amla~a~a~aarnl~a~~ ••• "'"'" """'" '""" 

Figura 24. Alineamiento de la secuencia obtenida con el fragmento e utilizando los primers 
R2 y R4 Camilasa) con la secuencia nucleotídica de la a-amilasa extracelular de la cepa 148 
Cextra148). 
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1 ........ + •••••••• + .......•• + ••••••... + .•••••••• + ••••••••• + ••••••••• +_ ••• H··t_··· .. ··+·········+·H .••••• + ........ ·+···· .. ··1 

I~l~~]1 ~m~l~~l~~~ffi(mmml(~m[l(~l(~l~~l~[~l~mm(u~lul([(~lrn~(rnnOCl~~~m~ul[ffin~nllffim~(~~~ffiulu~(~lU~lAA~[ 
~nilasa ~ml~m·· .. ··l(~l(u~~··toomrnmm~(~~m[lU· .. ···llul~(l~luOC ....... H·····u~m~oc 

(~nsenSllS IIII'III'I'IIIIIII'IIII'III'III'III~lm~~l~,III'll(~a(u~aIJ~alrn~[cana~a~aalataUIII,II~al~ac~luOCIII,IIII,IIII,u~laa~i 

1 •••••••• + ••••••••• + •••...... + ••.•••••• + ......... + .•••..... + .....•••• +u ....... + ......... +-........ + ......... + ..... n .. +H·· .. ··1 

I~l~~]1 mlOCU~[mrnl(~~lllm~~~u~[mn~~[AAuu~lllnul~tu~umltu~l~u~l~~lul(uHmffil((OO~~1(~~~nmuo1~~lllt~·rn~~~~mmu[~1~ul 
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Figura 25. Alineamiento de la secuencia obtenida con el fragmento e utilizando los primers 
R2 y R4 (amilasa) con la secuencia nucleotídica de la a-amilasa intracelular de la cepa JBl 
(intraJB 1). 
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En las figuras 17 a 25, podemos observar bases en color rojo que indican 

que son idénticas en ambas secuencias. El porcentaje de identidad entre 

las secuencias se determinó con el programa MegAling (DNASTAR). El 

alineamiento de la secuencia del fragmento E obtenida con el primer 

M 13forward realizado con las enzimas intra y extracelular de la cepa 148, y 

con la intracelular de la cepa JBl, mostró un porcentaje de identidad del 

37.3%, 29.3% Y 32.9% respectivamente. La otra parte del fragmento E 

obtenida con el primer M 13reverso, también fue comparada con las 

enzimas intra y extracelular de la cepa 148 y la intracelular JB1 en donde 

mostró un porcentaje de identidad de 23%,27.5% Y 31.8% respectivamente. 

La secuencia obtenida con el fragmento e también fue comparada con 

las mismas enzimas y mostró un 25.3%,27.1% Y 18.5% respectivamente. Una 

forma de determinar si dos secuencias nucleotídicas son homologas, esto 

es que dos proteínas tengan la misma función o no, se utiliza un criterio de 

identidad en el que si dos secuencias tienen al menos el 40% de identidad, 

se puede inferir que son homologas (From Sequence to function, 2000). 

Esto indica que si bien las secuencias nucleotídicas de los fragmentos 

obtenidos son un tanto pequeños con respecto a las secuencias de las 

enzimas reportadas, tienen un bajo porcentaje de identidad. De acuerdo 

con los resultados, se puede inferir que el gen de la a-amilasa de 

Streptococcus bovis A57206 aislado del pozol es diferente al gen de las a

amilasas ya reportadas, lo cual explicaría las diferencias en las 

propiedades fisicoquímicas que presenta esta enzima dado que es 

termoestable y alcalitnica (Tinoco, 2003). 
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8. CONCLUSIONES 

-/ Se determinaron las condiciones de la reacción de PCR para 

amplificar el gen de la a-amilasa de Streptococcus bovís A57206, 

siendo éstas: la temperatura de alineamiento de 54°C, 2.5mM de 

Cloruro de Magnesio y 316ng de templado. 

-/ Los primers específicos para la identificación del gen de la a-amilasa 

de Streptococcus bovís A57206 aislado del pozol, fue el primer 

reverso y los degenerados R 1 Y R4; con los cuales se encontraron dos 

secuencias, una de 400pb y otra de 1400pb aproximadamente. 

-/ La secuencia del fragmento E obtenida con el primer M 13 forward 

presenta un 37.3% de identidad con la secuencia nucleotídica de la 

enzima intracelular de la cepa 148. 

-/ La secuencia del fragmento E obtenido con el primer M 13 forward 

presenta un 29.3% de identidad con la secuencia nucleotídica de la 

enzima extracelular de la cepa 148. 

-/ La secuencia del fragmento E obtenida con el primer M 13 forward 

presenta un 32.9% de identidad con la secuencia nucleotídica de la 

enzima intracelular de la cepa JB1. 

-/ La secuencia del fragmento E obtenida con el primer M 13 reverso 

mostró un 23% de identidad con la secuencia nucleotídica de la 

enzima intracelular de la cepa 148. 

-/ La secuencia del fragmento E obtenida con el primer M 13 reverso 

presento un 27.5% de identidad con la secuencia nucleotídica de la 

enzima extracelular de la cepa 148. 

- 51 -



.,/ La secuencia del fragmento E obtenida con el primer M 13 reverso 

mostró un 31.8% de identidad con la secuencia nucleotídica de la 

enzima intracelular de la cepa JB1 . 

.,/ La secuencia obtenida con el fragmento e mostró un 25.3% de 

identidad con la secuencia nucleotídica de la enzima intracelular de 

la cepa 148 . 

.,/ La secuencia obtenida con el fragmento e mostró un 27.1 % de 

identidad con la secuencia nucleotídica de la enzima extracelular 

de la cepa 148 . 

.,/ La secuencia obtenida con el fragmento e mostró un 18.5% de 

identidad con la secuencia nucleotídica de la enzima intracelular de 

la cepa JB1 . 

.,/ El porcentaje de identidad es menor al 40%, por lo que se puede 

concluir que el gen de la a-amilasa de Streptococcus bovis A57206 

aislado del pozol es diferente al gen de las a-amilasas ya reportadas, 

lo cual explicaría las diferencias en las propiedades fisicoquímicas 

que presenta esta enzima. 

9. PERSPECTIVAS 

• Amplificar el gen completo de la a-amilasa de Streptococcus bovis 

A57206 aislado del pozol, diseñando primers a partir de las 

secuencias encontradas. 

• Expresar el gen en Escherichia coli y comprobar la actividad 

amilolítica. 

- 52-



10. BIBLIOGRAFíA 

o Ampe F. O., Moizan C., Wacher C., Guyot J . P. Polyphasic Study of 

the Spatial Distribution of Microorganisms in Mexican PozoL a 

Fermented Maize Dough, Demostrates the Need For Cultivation

Independent Methods to Investigate Traditional Fermentations. Appl 

Environ Microbiol. 65(12): 5464-73. 1999. 

o Ausubel F. M., Brent R. Short Protocols in Molecular Biology. Ed. Wiley 

4° edition. 1999. 

o Camacho de la Rosa N. A, Díaz G. F<;K. M., Santillana H. M., 

Velázquez M. O. Productos de Cereales y Leguminosas. Manual de 

Prácticas, Facultad de Química, UNAM. 2001. 

o Corpet F. \\ Multiple Sequence Alignament with Hierarchical 

Clustering". Nucl. Acids Res., 16(22), 10881-10890. 1988. 

o Cotta M. A, Whitehead T. R. Regulation and Cloning of the gene 

Encoding Amylase Activity of the Ruminal Bacterium Streptococcus 

bovis. Appl and Enviromental Microbiol., 59(1): 189-96.1993. 

o Díaz R. G., Guyot J. P., Ruiz T. F., Morlon G. J., Wacher C. Microbial 

and Phisiological Characterization of Weakly Amylolitic but Fasta

Growing Lactic Acid Bacteria: a Functional Role in Supporting 

Microbial Diversity in PozoL a Mexican Fermented Maize Beverage. 

Appl Environ Microbiol. 69(8):4367-74. 2003. 

o Escalante A, Wacher C., Forres A Lactic Acid Bacterial Diversity in 

the Traditional Mexican Fermented Dough Pozol as Determined by 

16S rDNA Sequence Analysis. Int J Food Microbiol. 28(1-2):21-31. 

2001. 

o Fogarty W., M and Nelly C. T. In Progress in Industrial Microbiology. 

Servier Publishing Company. Amsterdam Vol 15. 1979. 

- 53-



o Freer S. N. Purification and Characterization of the Extracellular 

Alpha-amylase from Streptoeoeeus bovis JB1 . Appl Environ Microbiol. 

59(5): 1398-402. 1993. 

o Hoseney R. Carl. Principio y Tecnología de los Cereales. Editorial 

Acribia, S. A., Zaragoza (España). 1991. 

o Laguna J., Piña G. E. Bioquímica de Laguna. Editorial El Manual 

Moderno. la edición. 2002. 

o Lodish H., Berk A., Zipursky S. L., Matsudaira P., Baltimore D., Darnell J. 

Biología Celular y Molecular. Editorial Panamericana. Buenos Aires 

Bogotá. 4a edición. 2002. 

o Sambrook J., Fritsch E., Maniatis T. Molecular Cloning, a Laboratory 

Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press. 2a edition. 1989. 

o Satoh E., Nimura Y., Uchimura T., Kozaky M., Komagata K. Molecular 

Cloning and Expression of two alpha-amylase Genes From 

Streptoeoeeus bovis 148 in Eseheriehia eoli. Appl Environ Microbiol. 

59(11 ):3669-73. 1993. 

o Satoh E., Uchimura l., Kudo l., Komagata K. Purification, 

Characterization and Nucleotide Secuence of an Intracellular 

Maltotriose Producing Alpha Amylase from Streptoeoeeus bovis 148. 

Appl Environ Microbiol. 63(12):4941-4. 1997. 

o Tinoco M. J. Producción, purificación y caracterización bioquímica 

de las amilasas extracelular e intracelular de Streptoeoeeus bovis. 

Universidad Politécnica de Madrid. Escuela Técnica Superior de 

Ingenieros Agrónomos. 2003. 

o Vihinen M., Manteala P. Microbial Amylolitic Encimes. Department of 

Biochemistry University of Turku. Vol 24, Issue 4. 1989. 

o Alkamy Quick Guide TM for PCR. Alkami Biosystems, Inc. Vol l. First 

edition. 1999. 

- 54-

, - -



o From Sequence to function: case studies in Structural and Functional 

Genomics. Chapter 4, 2000. 

- 55-



11. APÉNDICE 

Soluciones de Biología Molecular 

A.1 Gel de agarosa para DNA. 

~ Gel de agarosa al 1 % 

Para preparar 30mL: 

-Agarosa 

-TBE(lX) 

-Bromuro de etidio (10mg/mL) 

~ Solución de stock del buffer TBE 

Para preparar 1 L: 

Stock 

-Trizma base 

-Ácido bórico 

-EDTA 0.5M pH 8.0 

~ Loading Buffer DNA 

Para preparar 10mL: 

-Azul de bromofenol 

-Xileno cianol FF 

-Glicerol 

0.3g 

30.0mL 

1 .4¡.tL 

10X 

108g 

55g 

40mL 

0.25% 

0.25% 

30.0% 

Hacer alícuotas de 1 mL y guardar a 4°C 

-A-

0.025g 

0.025g 

3mL 



Soluciones para la extracción del DNA plasmídico mediante lisis alcalina 

~ Solución I 

Glucosa 

Tris-HCI pH 8.0 

EDTA pH 8.0 

50mM 

25m M 

10mM 

Preparar en 1 OOmL y esterilizar 15min en autoclave. 

Almacenar a 4°C. 

~ Solución 11 

Conc. Final Stock 

NaOH 0.2N 10N 

SDS 1% 10% 

H20 

Se prepara al momento, generalmente 2mL. 

~ Solución 111 

Acetato de potasio 5M 

AC.acético glacial 

H20 

60mL 

11.5mL 

28.5mL 

El resultado final es 3M de K+ y 5M de acetato. 

Esta solución se guarda en hielo. 

- B-

2mL 

41lL 

200llL 

1.76OIlL 



Soluciones para preparar las células competentes 

~ Solución A 

MOPS pH 7.0 

Cloruro de Rubidio 

~ Solución B 

MOPS pH 6.5 

CaCI2 

Cloruro de Rubidio 

10mM 

10mM 

100mM 

50mM 

10mM 

Nota: Estas soluciones se preparan y se filtran un día antes. 

Medio LB 1 X líquido para bacterias 

Bactotriptona 

Extracto de levadura 

NaCI 

Aforar con H20 a: 

10g 

5g 

10g 

1000mL 

Ajustar el pH a 7.0 con NaOH y esterilizar en autoclave. 

Almacenar a temperatura ambiente. 
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Medio LB 1 X sólido para bacterias 

A 1 OOOmL de LB 1 X líquido agregar 15g de agar. 

Colocar en cajas y guardar a 4°C. 

**Kanamicina (stock de 20mg/mL almacenado a 4°C) agregar 40llL 

en cada caja. 

Agar MRS-almidón al 1.5% 

Para preparar 200mL: 

Peptona universal 2g 

Extracto de carne 19 

Extracto de levadura 19 

Almidón 3.0g 

K2HP04 O.4g 

Tween O.2g 

Hidrogenocitrato Diamonico O.4g 

Acetato sódico 19 

Sulfato de magnesio O.02g 

Sulfato de manganeso O.05g 

Agar-agar 2.4g 

Aforar a 200mL de agua desionizada y esterilizar 15min en autoclave. 

Almacenar a 4°C. 
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Caldo MRS para el crecimiento de Streptococcus bovis 

Para preparar 200mL: 

Peptona universal 2g 

Extracto de carne 19 

Extracto de levadura 19 

Glucosa 2.0g 

K2HP04 O.4g 

Tween O.2g 

Hidrogenocitrato Diamonico O.4g 

Acetato sódico 19 

Sulfato de magnesio O.02g 

Sulfato de manganeso O.05g 

Aforar a 200mL de agua desionizada y esterilizar 15min en autoclave. 

Almacenar a 4°C. 
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ABI 
PRISM-

Mode! 3100 down_il'ltrainlcio.ab1 
Verslon 3.7 Tania Orozco 
Basecaller-3100POP6SF9952 
BC 1.5.0.0 Cap 1 

Signa! G:979 A:851 T:1142 C:750 
OT3100POP6{BDv3}v1 .mob 
3100 
Points 530 to 8800 Pk 1 Loe: 530 

Page 1 of2 
Thu, Apr 29, 2004 9:29 AM 

Wed, Apr 28, 2004 8:45 PM 
Spaclng: 1 0.45{1 0.45} 

l-N;N~GI.\TJ.'l(A'IC1t:roNT'.rcCCN.:C.rcAT1\GAATG AACNGAT 'l'Cl'TTTGN; Al" TCNCCmCG AG CGG A'l7'Nl\CCG N l'TC1\T G G GT CGNCAANO:; G NACG ATGNNl'AG o:; T'l'TG TTTNI'TCC 
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 

J.:::;".~. 

:C'J"l' CNGGI.\lCI"lCI' C CGCACTTG'-"N:: CGNN'l'NGTCJl:rCAAGGü'¡\CATCNCN::n:::~c TGCN G'rrNJ 'T7G GG TCAT TGNNCNT AAACT N:: GNN:;O:;lG NAGAANCNNC TT Ta; TA'T'TG ~.ANN;J:i 
})O HO :1 sn 160 170 liJO ] '10 ;200 210 2;'~O 230 ?40 250 

GGGGl' GA AC".CG N::: TCNN-:::N AT!\GGN 'ICNI\CACNJ\T G'J'GG TGGC GCJI, 'll\ GCGAG'XT"I'TTNCr: CGG TCG JIN'~AT NAN:::G TTTNAAMGGCNTCJ:iGC CA'l'C'l'J.\TNN::: TTlICG A G:::A TTTTNAl'CN7\J:i 
260 2'10 280 290 300 :no 320 nfl 340 350 360 370 380 

F\ A'JNll.CN::: CA CANGI'T'l'GN1\C TGNTGNAl\7\GAAANC TTGNTCJ:iGGG TGG CC TGA 'l'G A lG NNTCTN'I'A NI'TTNl\ l'NAAAANl\TG Nf.'GGN I'CCAACG CNNTNGJl.NNAACCATC TTTTG CTGAAJlC l 
:,90 400 no 4:'>0 430 440 450 460 470 480 490 ~)oo 

N!\CNNI\AGCNJ'CATCATG N..~J.I.mC TNNN ANP;rC A'I'AC T'I'ACCA'l'NATGTNJ:itl'NCNrGGG TCMGG 'I'f.'G ATT'I" I'CCTGJ.l:INCACACAAGCCA 'lN GATG:;N I'G CTNNT N rCCATTGGN7\TCTN:::C1'1'A 
510 :)20 ~)3() S10 550 560 570 580 ~)90 600 610 620 630 

- E -



ABI 
PRISM" 

Mode13100 down_lntralnlcio.ab1 
Version 3.7 Tania Orozco 
Basecaller-3100POP6S1"9952 
BC 1.5.0.0 Cap 1 

.---- - - -----

Signal G:979 A:851 T:1142 C:750 
DT3100POP6{BDv3}v1.mob 
3100 
Points 530 to 8800 Pk 1 Loe: 530 

Page 2 of2 
Thu, Apr 29, 2004 9:29 AM 

Wed, Apr 28, 2004 8:45 PM 
Spaclng: 10.45{10.45} 

CCNI'GN AA NSN:Nrc:Nl\GNCFCCA1GG CAN:;AAG:GTAN:NTT TACGN3ACGC'IG TCCc:cNNN;ON; TGG:Nm TANATTTTT CN:NCN:X:N-N; TAGITNN3CCCAMGl'INCm:N::fGNr NGGTICGWI'CA. 
640 650 660 670 680 690 700 710 720 73 0 740 750 760 

~~. ~.~~~~~~.~~~~~~~ 

?lG'I'ANCT GAa::ATC Gffi TNNCGG TGAAACA'I'TNAG3l\ CA /lG\AACANAmt:'fCNfCNI'Gr GACCNAAAC NNCAFCGNT'lN3A NCNN::NCWATN3NmCNm::CGN7U'GNN'ITN3 CTCTCTCGG~ 
770 780 790 80 0 8 10 820 830 840 850 860 870 880 890 

~\WANNNNNNNNN 
}OO 910 920 

__ Ta,r~"","-'-. . ___ ..• ~ ___ .. __ .. _._._ 
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