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RESUMEN.

A partir de las bacterias licticas, la produccién de
proteinas por ingenieria génetica de interés biotecnolégico es
factible, ya que se consideran microorganismos "GRAS" (Generally
Regarded As Safe), es decir, que pueden ser consumidos por el
hombre sin riesgo para su salud. A pesar de que las bacterias
lacticas son utilizadas ampliamente eh diversas fermentacjones,
apenas inician los estudios gené&ticos del género Lagtobacillus.

Lactobacillus amylovorus es utilizado en provesos de
ensilaje para la conservacién de granos. Esta cepa produce
alfa~-amilasa, la cual le permite utilizar el almidén de los
residuos vegetales como fuente de carbono durante su crecimiento.

Una biblioteca genémica consta de la construccién de vec~-
tores que contienen fragmentos del DNA gendmico de un organismo
en particular. Estas construcciones son mantenidas en una pobla-
cién de organismos adecuados , como bacterias y bacteriofagos.

La construccién de una librerlia genémica de este microor-
ganismo es importante, en primera instancia para la preservacitn
de su material genético en una forma accesible y posteriormente,
para la clonaciérn de genes que puedan tener importancia industri-
al o en la investigacién basjica, La construccidn del banco se
realizé en los vectores lambda gtil0 y lambda gtll , ambos

vectores pueden contener fragmentos de 7Kb. El nimeroc de fagos



recombinantes necesarios para tener representado el genoma de L.
amylovorus se estimd en 5.74 % 10° pfu con fragmentos insertados
de 6Kb. Se obtuvieron bancos primarios en lambda gtll con titules
del orden de 10 pfu /ml pero con una eficiencia del 60% al 80% .
Sin embargo, al amplificarse los fagos recombinantes se
observé inestabilidad en la conservacién del fragmento del genoma
de L.amylovorus. Los bances primarios construidos en lambda gtl0
presentan también titulos del orden de 1-2 % 105pfu /ml pero la
eficiencia del ndmero de recombinantes fue hasta del 94%, ademé&s
de presentar gran estabilidad. En cuanto a la representacién
real del banco se obtuvieron 14 placas de lambda gtl0 recombi-
nantes, entre 40 000 que fueron probadas, estas 14 placas expre-

san actividad de Beta-galactosidasa.



I.~INTRODUCCION
1.1.-BACTERIA8 LACTICAS

Ciertos tipos de wmicroorganismos se han utilizado en la
preparacién y procesamiento de alimentos para los humanos.
Muchas de estas fermentaciones representan las técnicas antiguas
para la conservacitn de alimentos, ya que se han llevado a cabo
desde hace 8000 afios (Steele, 1992).

Los alimentos fermentados son productos aceptables para ser
ingeridos sin necesidad de coccién, los cuales se preparan a
partir de materiales crudos o semitratados. Estos adguieren
propiedades caracteristicas de textura, aroma, sabor, consisten-
¢la ¥y color, debido a la actividad biolégica de microorganismos
que se encuentran presentes durante la fermentacién (Hammes,
1990}, Las bacterias acidolacticas participan en numerosas
faermentaciones de alimentos provenientes de fuentes agricolas
Y ganaderas tales como: vegetales, cereales, carne y diferentes
productos licteos (Venema and Kok, 1987). Las bacterias lacti-
cas usadas en la preparacién de alimentos fermentados y bebidas
pertenecen a los géneros Lactobacjllus, Lactococcus, Leugonostoc,
Pediococcus vy Streptococcus.

Las bacterias licticas provecan por su produccién de dcido
lactico, 1la acidificacién de la fermentacién, y de esta manera
puede restringir el crecimiento de otros microorganismos que
pueden resultar patégenos para el hombre. Generalmente, las

bacterias lacticas se consideran como organismos GRAS



BACTERIAS LACTICAS

("Generally Regarded As Safa") o de grado alimenticio para el
hombre. Esto las hace interesantes para la explotacién comercial
en la produccién de proteinas heterologas (Venema and Kok,

1987) .

1.2.2.- FERHENTACIONES LACTEAS

Las propliedades metabblicas de las bacterias lédcticas les da gran
importancia en la produccién de quesos debido a que disminuyen el
potencial de oxido-reduccién, por su sistema de enzimas proteo-
1iticas, autolisis, calidad nutricional del autolisado y la
presencia de enzimas lipoliticas ( Olson, 1990: Steele, 1992).
Actualmente, se conocen aproximadamente 4000 variedades de
quesos provenientes de la leéhe de nueve especies de mamiferos
domesticados (vaca, bGfalo, oveja, cabra, yeguas, camellos, ¥y
ceb( entre otras), ¥y cada afio se incrementa, el consumo de pro-
ductos lacteos fermentados (Kroeger, 1952), como el yogurt,

kefir, kaumiss y yakult.
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1.1.2.-FERMENTACIONES DE VEGETALES

Otras fermentaciones donde participan las bacterias lacticas
son las que se realizan con vegetales, la acidificacién, el
camblo de textura, y de color les preserva. Gracias a estas
fermentaciones se remueven componentes indeseables en la materia
cruda como los azlcares, hemoaglutininas, ¢glucosinulatos, e
inhibidores de proteasa (Hammes, 1990), que provocan la flatulen-

cla en el ganado.

1.1.3.~-FERMENTACIONES DE LA CARNE

Las bacterias lacticas tienen importancia durante la fermen-
tacién de cérnicos , por ejemplo en la produccién de embutidos,
Ya que la carne requiere de especiales medidas de almacenamiento
por su facilidad de contaminarse por microorganismos (Hammes et
al, 1990). Las bacterias licticas evitan la contaminacién debido

a su accién antimicrobiana.

1.1.4.~PRODUCCION DE ANTIBIOTICOS

Existen antibiéticos producidos por muchas cepas de bacte~-

rias lé&cticas. Estas tienen la capacidad de producir sustancias
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antagonistas de naturaleza proteica (bacteriocinas) que presentan
actividad antimicrobiana, 1o gue ayuda en la preservacisén de
alimentos, sin tener que utilizar conservadores quimicos. Se han
reportado algunos géneros que producen sustancias inhibidoras
del crecimiento de hongos (Batish et al, 1989). Por ejemplo, la
nisina y Pediococcina A pueden ser utilizados come conservadores
de alimentos, ya gue presentan actividad contra gram-positivos,
en particular los formadores de esporas.

Se han caracteri;ado solo en el género Lactobacillus acj-
dophilus antibiéticos como lactobacillina, lactocidina o acidoli-
na, lactocina F, (Sabine, 1963) y acidofilina (Shahani et al,
1976). En otros géneros también se producen antibiéticos;
el bulgaricano producido por Lagtobacillus bulgarjcus ( Reddy and
Shahani,1971), las 1lactocinas del tipo A,B,M de Lactococcus
lactis y leucocina A , de Leuconostoc ge)jidium, pediocina PA-1 de
Pediococcus agidalactis, (Gasson, 1993). La reduccidén de pH, ¥y
la remocién de grandes cantidades de azlcares requeridos para el
crecimiento de bacterias l&cticas, estas son acciones primarias

para 1la inhibicién del crecimiento de otros microorganismos.
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1.1.5.0TRAB ACCIONESB ANTIMICROBIANAS

Las bacterias l&cticas producen también otras sustancias en
peduefias cantidades gque son jinhibidoras de la proliferacién de
otros microorganismos. Entre ellos el peréxido de hidrogeno,
diacetilo, hipotiocianito, Microgard (preparado comercial) vy

reuterina (Daeschel, 1989).
1.1.6.BENEFICIOS A LA BALUD

A las bacterias licticas se les atribuye ciertos heneficios
para la salud . El &acido l&ctico es importante para facilitar la
digestién de las proteinas de la leche, al incrementar la asimi-
lacién por el hombre del calcio, fésforo y hierro. La fermenta-
cién l8ctica aumenta la secrecién de jugos géastricos, reduciendo
el tiempo de digestién, y es una fuente de calori;s para procesos
de la respiracién celular (Amer and Lammerding, 1983). Entre 1los
beneficios a la salud otorgados por el consumo de alimentos
fermentados por bacterias lacticas, se han reportado: actividad
anticancerosa ( Bogdanov and Daley, 1975; Esser gt al, 1983),
efecto anticolesterolémico (Mann, 1977 a y b), degradacién de
nitrosaninas (Rowland and Grasso, 1975), para el tratamiento de

desordenes gastrointestinales (Hill et al, 1970}, inmunocompe-
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tencia (Simone et al, 1986) y entre otrog: la curaciébn de esco-
riaciones en cadncer de piel, infecciones orales, eczema y reduc-

cidén de las caries dentales.

1.2.~Lactobacilius

En los productos fermentados antes mencionados, el género
Lactobacilius juega un papel importante. Los lactobacilos se
identifican como gram positivos, no formadores de esporas, cata-
lasa negativos, usualmente no méviles ¥ no realizan reduccién de
nitrato (Kandler and Weiss, 1986). Los lactobacilos en muchas
egpecies son redondos, forman cadenas y usualmente alargados.
Ellos son microaerofilicos ( algunos anaerobios estrictos),
fermentan azGcares para producir &cido l&ctico (Frazier and
Westhoff, 1939). K Los lactobacilos se dividen en dos grupos:
homofermentativos, si producen al menos el 85% de 4dcido lactico
daesde glucosa; o heterofermentativos si producen 4&demas de &cide
lactico, 6xido de carbono , etanol ,diacetilo, acetoina, 2,3
butanedjol , acetaldehido y/o &cido acétice ( Starr gt al,
1981). La presencia o ausencia de fructosa 1,6 bifosfato aldola-
sa es responsable de la diferencia entre homo- y heterofermenta-
tivos; los heterofermentativos no tienen esta enzima, pero tienen

una fosfocetolasa para romper hexosas y pentosas ( Kandler,
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1983). Aunque se ha visto que la regulacién del catabolismo de
carbohidratos es sensible a cambios del pH, modificandose asi
los productos finales; los lactobacilos homofermentativos ,
pueden ser heterofermentativos en condiciones de alcalinidad
(Tseng and Montville, 1993). Los lactobacilos tienen eficientes
rutas de fermentacién, acopladas eficlientemente a fosforilacidn
por sustrato. Aungue no tienen superoxidodismutasa, catalasa o
sistema de citocromos para realizar la fosforilacién oxidativa
poseen en cambio flavin oxidasa, peroxidasas y una catalisis
primitiva para la remocién del radical superéxido (Kandler,1983).

Algunos lactobacilos requieren manganeso como cofactor para
sistemas enzimaticos como el de la lactato deshidrogenasa, RNA
polimerasa y manganicatalasa, también para remover radicales
superdxido y degradacién de perdxido de hidrogeno (Archibald,
1986) . )

1.3.-Lactopacjllus amylovorus

Lagtobacillus amylovorus fue aislado de desperdicios de
cereales (Nakamura,1981). Estas bacterias crecen en cadenas
cortas, produce &cido l4ctico y pequefias cantidades de acido
acético, no forma gas (CO,) al metabolizar la glucosa y son
negativas las actividades de oxidasa, catalasa y de reduccién de

nitratos.
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Su crecimiento se lleva a cabo a 45°C pero no a 15°C, pro-
duce al metabolizar la glucosa una mezcla racémica de &cido
lictico D y L en iguales proporciones . El promedio de contenido
de guanina y citosina es de 40,4 %, las colenias crecidas en
agar presentan un aspecto blanco,opaco y convexo. Esta cepa es
susceptible a la presencia de SDS al 0.4% y NaCl al 8%, y crece
bajo condiciones anaerobicas en un pH inicial de 4.5 a 8. L.
amylovorus tienen requerimientos de &cido pantoténico, &cido
£6lico, dcido nicotinico y riboflavina para crecimiento (Nakamu-
ra,1981).

Aunque muchos lactobacilos presentan buen crecimiento en
leche descremada, esta especie, asi como otros lactobacilos

amileliticos ( L. amylophilus (Nakamura and Crowell, 1979) y L.

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

Se ha reportade gue esta cepa secreta una alfa-amilasa de
alto peso molecular (Imam et al, 1991),que presenta un pH &ptimo
entre 5 y 5.5, temperatura Sptima de 60-65" C y un peso molecular
de aproximadamente 140 KDa. (Burgess-Cassler and Imam, 1991;
Castillo et al, 1993).

La bacteria presenta adhesién a los grénulos de almidén

10
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inscluble (Imam and Harry-Onkuru, 1991), Una aplicacién de estas
propiedades, serfa la degradacién de pliasticos manufacturades con
almidén (Imam and Gould, 1950). Esta cepa tiene tanbién tiene
una importante produccién de A&cido lActico a partir de la degra-
dacién de almiddn, eliminando el paso de prefermentacién sacari-
ficada, y es similar a la obtenida por Lactobacillus delbrueckii
B~445 que utiliza glucosa { Cheng et al, 1991).

Se ha determinado que la alfa-amilasa se encuentra codifi-
cada en el cromosoma, la cepa no presenta plésmidos pequeiios,
aungue si se ha reportado la presencia de un plésmido criptico de
aprox. 3 megapares de bases (Bohanon, 1985).

Se ha clonado el gen de alfa-amilasa en un vector transbor-
dador para E. coli y Lactobacillus (pLPCR2) en un fragmentc de

6 kb. El gen se expresa y su producto se secreta en E. goll y

Lactobacil]lus casei 1025 (Jorey and De Parais, 1993).

La presencia de alfa-amilasa en esta cepa la hace impor-
tante, ya que son pocas las especies de bacterias ldcticas con
propiedades amiloliticas. En procesos de ensilaje , resulta una
ventaja la conversién directa del almidén a azdcares de bajo peso
molecular y aéido lactico, con la subsecuente calda de pH ¥y
preservacién de los productos ensilados. Adem&s, dichos productos

tienen un alto nivel nutritivo para el ganado (Scheirlink gt al,

11
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1989) . Sin embargo, la adicién de una fuente carbonada adecuada
para bacterias lacticas o de enzimas hidroliticas, hace in-
costeable el procesc. De las cepas con estas ventajas, la clona-
cisn de genes de alfa-amilasa es de utilidad para el mejoramien-
to de su actividad y produccién de tales enzimas. En este mismo
sentido actualmente ya se han realizado trabajos para la expre-
sién de genes heterologos en cepas de bacterlas l&cticas (Scheir-
linck et al, 1989; 1990),

Ultimamente la busqgueda de bacterias l&cticas con estas
ventajas ha aumentado. Se han reportado Lactobacillus con activi-
dad amilolitjica (Nakamura and Crowell, 1979, 1981; Sribir and
Chakrabarty 1984; Giraud et al, 1991). Las cuales pueden tener
varias aplicaciones en distintas fermentaciones amilaceas (Giraud
et al,1991; Koch, 1989; Adler-Nissen, 1%87) adem8s de procesos de
ensilaje como el de alfalfa, mafiz (Lin et al, 1992) o en fermen-
taciones combinadas con pescado y cereal (Lindgren and Refal,

1984) .
1.4.-BIBLIOTECAS GENOMICAB.
El aislamiento de genes de copia Gnica, se ha resuelto
utilizando técnicas de DNA recombinante. En principio si son

clonados fragmentosde DNA dgendmico y si el nimexo de clonas es

tan grande como para representar la secuencia completa, algin

12
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gen puede aislarse por hibridacién con una sonda especifica
{Young and Davis, 1983). Se ha demostrado la factibilidad de
construir bibliotecas desde el DNA de organismos con gencmas pe-
quefios como Drosophila o levaduras (Maniatis et a), 1978).

Una biblioteca genémica debe contener secuencias de DNA
que representen al genoma completo, Yy que puedan mantenerse
estable, Esta biblioteca genémica debe tambi&n contener un
naimero manejable de clonas superpuestas, es decir, clonas gue
contengan fragmentos de una misma secuencla. Esta superposicién
de clonas facilita el seguimiento del genoma en regiones adya-
centes, e incluso pueden utilizarse directamente para el segui-
miento del DNA gendmico de genes completos, para evitar el mapeo
de restriccién (Sandford and Elgar, 1992). Esto es posible por
la excisidén de secuencias libres del vector que pueden utili-
zarse como sondas radicactivas.

Uno de los mayores problemas en la construccién de una
biblioteca genémica, es la generacién de un gran nGmero de clonas
recombinantes. Las estrategias basicas para resolver este
problema, son el minimizar el nimero de clonas necesarias incor-
porando largos fragmentos de DNA genémico , y maximizar la efi-
ciencia de clonacién usando vectores basados en bacteridéfagos
lambda (Ausubel et al, 1991). Las caracteristicas deseables en

una biblioteca gentmica se presentan en 1la tabla I.

13
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tabla I. CARACTERISTICAS DE UNA LIBRERIA GENOMICA.

e Que g las rep Ivas de DNA gendml

®  Que tenga un nimero mansjabie de clones traslapados.

e Que loa frag s sean clonados con genes pletos, as!
como sus quead:

* Que los fragmentos asan de f d do para su anali-

sla por restriceibn.

* Que sea fhcll de construlr & partir de psquefias cxntida-
des de matsrial,

o Que las secuencles de Interés sean ficllos de analizar,
L Por hibridacién, PCR, exprestén, etc.
%

* Que sea ble para al por tlsmpo prol do sin
gran pérdida de Utulo,

e Que sea licll‘do amplificar sin pérdida de material o una

P

" o 1

e Quesea

para ol alsl to de genos de copla Gnlca.

{Jendrisak ot af, 1987)

1.4.1.-REPREBENTACION DE UNA BIBLIOTECAR GENOMICA.

Casl siempre el fragmento de interés representa solamente
una pequefia fraccién del total del DNA gendémico. El tamafio de
una biblioteca genémica completa a partir de DNA genémico, debe
asegurar que la representacién de una secuencia en particular
esta deperminada por el tamafio de los fragmentos clonados y el
tamafio del genoma del organismo.

El DNA de organismos superiores es muy complejo, un genoma
haploide de un mamifero contiene aproximadamente 3 x 10° p.b. si
al fragmento de interés es de 3000 p.b., este fragmento comprende
solo una parte en 10° de una preparacion de DNA (Ausubel gt al ,
1991).

14
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AGn asi, debe tomarse en cuenta que si todos los sitios de
restriccién del DNA genémico pueden digerirse al mismo tiempo.
La incorporacién 6ptima de secuencias , se observa cuando el
tamafio promedio de los fragmentos es aproximado al tamafio prome-
dio de los insertos presentes en una muestra de clonas.

La heterogeneldad en la digestién por parte de las enzimas
de restriccién reduce la fraccién incorporada, y una subdigestién
proveé mayor representaciédn de las secuencias con distintos
sitios de corte en una misma preparacién. En este caso, 1la
representacién en bibliotecas construidas a partir de digestiones
parciales, no solo depende del tamafio del inserto, sino también
del grado de digestidn parcial (Seed et al,1982). Pe esta
manera se favorece la formacién de clonas con insertos gque se
traslapan entre si.

Clarke y Carbon (1979) han publicado una f6rmula para calcu-
lar el tamafio necesaric de una biblioteca genémica , para tener
posibilidad de obtener un gen en especifico. En esta férmula ,
el nimero de clonas independientes, N, gque necesitan probarse
para aislar una secuencia en particular con probabilidad P, es

ohtenido por:

N= 1n (1-P)/ln[i- (I/G)] Ee. 1

15
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cuando I es el tamafio promedio de los fragmentos clonados
expresados en pares de bases ( pb.) Yy G es el tamafio del genoma
del organismo. En general, para tener un 99% de probabilidad de
aislar una secuencia deseada, el nfimero de clonas probadas debe
ser tal que el total de pares de bases presentes en las clonas
probadas (X x N) represente aproximadamente 4.6 veces el nfimero
total de pares de bases en el genoma (G) (Seed gt al, 1982).

cuando, se conoce su mapa de restricciédn del fragmento
deseado, se puede purificar, y asi reducir considerablemente el
tamafio de la biblioteca. También se ha presentado una férmula
que puede usarse para calcular el niGmero de clonas recombinantes
necesarios para asegurar una alta probabilidad de obtener biblio~-
tecas genSmicas completas (Zinsel and Beatty, 1992). En esta se

toma en cuenta la complejidad del genoma.

a=1n(1-8" ) /1n(1=-7) EG. 2

Esta f6rmula se deriva de las siguientes consideraciones, de

estas se define el factor T:

T= tamafio del fragmento (Kb)/Tamafio dal genoma (Xb

Este valor significa la probabilidad de encontrar un frag-

mente en particular entre toda la poblacién de clonas de una

16
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biblioteca genémica. cuando se regquiere la expresién de un
gen, el fragmento de DNA que contiene el gen de jinteré&és debe
ligarse en un vector de expresién en la orientacién correcta.

Cuando un fragmento puede ser insertado en dos orienta-
ciones, y si la transcripcién de dicho gen regquiere del promotor
del vector, el valor de T de expresién debe dividirse en 2.
Ademds , el marco de lectura durante la ligacién debe restau-
rarse, por lo que existen tres diferentes modos de reacomodo
dentro de un codén, de las cuales una corresponde al marco de
lectura correcto. Entonces el valor de T tiene que dividirse en
3, para comtemplar estas distintas situaciones. Es importante
sefialar que la ecuacidén de Clarke y Carbon, no asegura una
probabilidad especifica de tener una biblioteca éompleta del
genoma. Si se desea crear una biblioteca completa que pueda
preservarse y probarla en repetidas ocasiones para la seleccién
de algGn gen. Se requiere una alta probabilidad, P, para que
todos los fragmentos genomicos se presenten en la coleceién de
vectores recombinantes. Esto se obtiene por la aproximacién:

P= [1-(1-T}" 17

ponde n es el nlmero de clonas recombinantes requeridas.

Tecnicamente si esta aproximacidn asume la independencia de los

17
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vaectores que pueden contener diferentes fragmentos, entonces el

rearreglo de la ecuacién queda:

n=1n{2-¢ )/1ln(1-T) Ec. 2
Para simplifjcar, 1n(1-T) = -T, se puede utilizar también:

n=ln(1-2" }/-T
con esta férmula se obtienen valores 2-4 veces mayores a los

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

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

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

onmewo | SRS [ asemat [ famenwe [ imemy [ sbui
. coil 42x10° 9.2x10° 43x10° 11x10* "7
L. tectls 2.85x10° 58x10° 23x10° 37x10° 9.8
S.corevisiae | 1.4x10 32x10° 28x10' 8.0x10 133
omo sapione | 3.3 x 10° 7.6 x10° 8.5 x 10* 22x10 18.3

(pb) pares de bases, (Insert) Inserto o fragmento ligado (ec.) 6 g ) nime-

T0 da fagos recomblinamies necesarios para cubrir ¢l tamafio dol genoma,
(Kalsssr and Murray, 1985)

18
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1.4.2.~ELECCION DEL \ VECTOR DE CLONACION.

Se pan desarrollado varias estrategias de clonacidn para
satisfacer los distintos requerimientos especifices (tabla III).

Aunque los protocoles de clonacién se han disefiado para
una variedad de sistemas hospederos, E. coli sigue siendo el més
comn, por las ventajas de que es un microorganismo bien estudia-
do en los niveles de genética, fisiologia y biologia molecular.

Muchos vectores de clonacién se han disefiado para tener a
E. €0li como c&lula hospedera (Maniatis et al, 1978).

Los vectores plasmidicos son convenientes para la clonacién
de pequefios fragmentos de DNA para su mapeo de restriccién y el
estudio de regiones reguladoras. Sin embargo estos vectores
tienen una capacidad de insertos relativamente pequefia. Por lo
que se requeriria de una cantidad muy alta de clonas para la

clonacién de un gen especifico.

tabla JI.VECTORES DE CLONACION.

VECTOR Tiro EJEMP
PLASMIDOS, CLONACION GENERAL __pBR322
EXPRESION pucie

PARA PROMOTORES Y
TERMINADORES ________ pJACH

COSMIDCS PWE1B,pWE1S
FASMIDOS pUC118,pbS
BACTERIOFAGOS_ [FILAMENTO808 ______M13
—[DOCATENARIOS LAMBDA,P1,
CHARON

(Old and Primrose, 19885)

138



BIBLIOTECAS GENOMICAS

En segunda instancia, el manejo y preservacién de estas clonas
requiere de mucho tiempo. Los subcultivos repetidos de recombi-
nantes pueden resultar en la pérdida de los insertos.

Los c6smidos son plasmidos que contienen el extremo cos de
Lambda, gue le sirve para ser reconocido por las proteinas de
empaquetamiento. Tienen un tamafio de 4-6 Kb , ¥ se han diseiiado
para la clonacién de fragmentos muy grandes de DNA (40 a 50 Kb).
Daspués del empaguetamiento in vitro, al infectar a la bacteria,
se recirculariza el DNA, pero se duplica como un plasmido normal,
sin expresar ninguna de las funciones del fago. Las cé&lulas
transformadas se seleccionan por marcadores de resistencia a
antibisdticos presentes en el césmido (0l1d and Primrose, 1985).

Los fismidos combinan propiedades deseables de plésmidos y
fagos filamentosos, llevan el origen de duplicacién del plasmido
pcol. El1., y el sitio de integraci6n de lamhda { att), é&ste le
permite al plasmido integrarse dentro del genoma del fago lambda,
pudiéndose integrar mds de 1 plasmido. Estos pueden comportarse
ya sea como plasmido o como fago dependiendo de la cepa
hospedera. Los insertos purificados a partir de estas particu-
las, se usan como molde para la determinacién de la secuencia
nucleotidica, mutagénesis dirigida o comeo sonda especifica ( old
and Primrose, 1985).

Los bacteri6fagos de ambos tipos ( filamentosos y de doble
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cadena) se utilizan como vectores de clonacién. Los fagos fila-
mentosos no son liticos, estos coexisten con las células infecta-
das por algunas generaciones y son convenientes para la clonacién
da genes gque codifican para productos téxicos. Tambié&én se usan
comunmente para la secuenciacién y mutagénesis dirigida.

Los bacteriéfagos de doble cadena, principalmente los deri-
vados de lambda, son herramientas muy Gtiles por las siguientes
razones:

- Aceptan grandes fragmentos de DNA heter6logo, incrementéndose
las posibilidades de que contenga la secuancia de DNA correspon-
diente a un gen completo.

=El desarrollo y viabilidad de técnicas que ayudan a minimizar
los problemas de fondo provocados por los vaectores no recombi-
nantes.

-La posibilidad de probar al mismo tiempo, cientos de clonas en
una caja de petri.

-La facilidad de preservacién de la biblioteca durante meses sin

pérdida significativa en la formacién de placas.

1.5.-CICLO DE VIDA Y GENETICA DE LAHMBDA.

El extenso estudio que se ha realizado sobre la biclecgia del

bacteriéfago lambda , ha permitido que se lleven a cabo modifi-
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caciones en su genoma para hacerle un vector adecuado de clona-
c¢iébn. El cromosoma del bacteridfago lambda es una molécula
linear de DNA de doble cadena, y un tamafio de 48,502 p.b. (Kaiser
and Murray, 1985), del cuai s86lo el 40 t es necesario para 1la
propagacién del fago.

Este DNA se presenta extensiones de cadena sencilla de 12
bases en ambos extremos, éstas son complementarias entre si y son
los llamados extremos cohesivos o cos. Durante la infececibn , la
extensién S'derecha (cos R), seguida por el genoma entero, entra
en la célula hospedera. Ambos extremos cos se ligan por la
propia ligasa de E. goll, formando DNA circular encadenado cova-
lentemente, convirtiéndose en una estructura snrollada por la
accidén de la DNA girasa de la célula hospedera. Desples de infec-
tar, comienza su duplicacién dentro del hospedero para la forma-
ciébn de miltiples copias de su genoma. Por la expreslbh coordi-
nada de los genes del faqo, se sintetizan los copponentes protef-
cos necesarios para el ensamblaje de particulas maduras., E1 DNA
del fago se empaqueta en la cdpside y los fagos maduros son
liberados durante la lisis de la célula hospedera (Fig., 1).

Alternativamente, el genoma del fage puede entrar en un
estado latente (profago), mediante su integracién al genoma
bacteriano por recombinacién en sitio especifico (att). Cambios

ambientales y ciertas condiciones fisiolégicas, pueden inactivar
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el estado lisogénico y comenzar los eventos litices. En los
eventos liticos, el DNA circular del fago es duplicado bidirec-

cionalmente del modo de duplicacién Teta, después continda con la

@mmm
AN

¢_—’__Du'sﬁ ol o
hudspedf agicisn e

A .
]
cabezas de fago \ g
@,_ Mallas 3aflacas

Cublerta celular

Corte oL por a lgasa
G0

R
>/ =i e
p / orgen ‘.?

Recombr.. ol X bio
nacion C P
cos ge £, coll
Integracidn | | Excison
O &

eplicacion targia

(&;"‘d:‘l'c:’dslclrcu!o g8 N RcosA J  bo

] w

Repticacidn junio con
¢l cromosoma de £. colt

Pig. 1 Clolo de vida dal bacteriofage laabda (014 and Prim
rose, 1983},

duplicacién del circulo rodante para la sintesis de DNA linear ¥y
multimérico, unidos por las extensiones cos. La molécula
linear se ampaqueta en la cépside y despies se corta en cada
sitioc cos por la accién de una terminasa, producto del gen A de

lambda (Becker and Murialde, 1990).
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1.6.~EL BACTERIOFAGC LAMBDA COMO VECTOR DE CLONACION.

El gran tamafio del genoma del fago lambda y su compleja
organizacién genética, fueron los problemas iniciales que se
encontraron en la utilizacién de lambda come un vecﬁor de clona-
cién. El mayor obstdcule fue la presencia en su genoma de
miltiples sitios de reconocimiento por parte de numercsas enzimas
da restriccién (Maniatis et al, 1982).

Inicialmente se minimizé el nfimero de sitios Eco R1 (Murray
and Murray, 1974) y finalmente la clonacibn de oligonuclebtidos
con secuencias especificas, para proveerle de sitios de
restriccién anicos.

El segundo problema fue el requerimiento de un tamafio
minimo y méximo del genoma { 38 Yy 53 Kb. respectivamente) para
tener una buena eficiencia de empaquetamiento y para la produc-
cién de fagos viables (Thomas et al ,1974). Lla viabilidad del
bacteribéfago decrece cuando el genoma excede el 105% o cuando no
alcanza el 78% del genomas de lambda silvestre.

La transferencia del vector a la cepa hespedera fue iniciale-
mente por medio de transfeccién, en donde se tenian eficiencias
bajas, en comparacién a los protocolos de transformacién de
plésmidos. Por 1o que se planted realizar el empaquetamiento jip
yitro (Hohn and Murray, 1977). El empaquetamiento por las mezclas

de 2 extractos de diferentes cepas, se basa en la complementacién

24



BIBLIOTECAS GENOMICAS

de distintas mutaciones &mbar de estas cepas en su sistema de
empaquetamiento, Cada una lleva la mutacién en un gen distinto,
convirtiéndose en cepas lisogénicas. Estas se inducen y crecen
por separado, para la sintesis de proteinas necesarias para el
empaquetamiento. Las protefinas de empaquetamiento se han
estudjado en detalle, la proteina E es el componente de la caba-
za, la proteina D, se encarga del acoplamiento del DNA del fago
en el precursor de la cabeza, y la subsecuente maduracién de
ésta. La proteina A se regulere para el corte del DNA encadenado
en los sitios cos. Las cepas lisogénicas llavan los genes A Y E
o Dy E, el mayor problema presentado por este sistema in vitro
es la competencia del DNA nativo con las moléculas recombinantes,
ya que sl primero se empaqueta con mayor eficiencia (Hohn and
Murray, 1977). Asi el DNA linear , multimérico linear (conca-
tameros) y multimérico circular, son todos empaquetados in vivo
asi como in vitre (Perbal, 1988). El empaquetamiento jin xi;ﬁg
éinde 100 veces mids que el método de transfeccidén cuando se
utiliza DNA de lambda nativo, y de 10 a 100 veces mas cuando se
utilizan moléculas recombinantes.

El establecimiento de los sistemas de empaguetamiento jin
vitro ha side la etapa decisiva para hacer de lambda un vector de
clonacién adecuado (Fig.2). si la eficiencia de empaguetamiento
de 1 x 10 pfu/ug DNA se obtiene, al menos 1 en 20 moléculas del

DNA de lambda, podra formar una placa viable, Un factor impor-
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La principal proteina:
d6 18 cipsida e3 of Precursor de In cabeza

producto del gan E l

R N Y Rotura endonutieslitica por ) produclo dal gen A
DNA concate- €n loa silios cos. En cada silio cos se introducen
mérico Cos cos mallas separadas por 12 pares de bases

cas €0 cadanas opuesias del DNA, lo cual origina
los extremos conesivos del DNA ga A al como se le
encuantra en 1a panticuls virica. Para eite

@ proceso sa necesita AT
Producto cal gen D

incluiio en 1a cdpsida

8 do 5 ds Iog ganes W
¥ Fil, més colas complajas

i: Particula madura

Fig. 2 llqu.n siaplificado dal sapagqustaniento del DNA del
texiofago lambda en particulas viricas. (old and
tthro--. 1988)

tante para un eficiente proceso de empaquetamiento es la calidad
de los extractos (tabla IV), que son labiles a temperaturas
mayores de =70°C, Por otra parte, el empaguetamiento in vitro
de una reaccidén de ligacién representa una poblacién de fagos que
no han sido expuestos a ninguna de las presiones selectivas que
acompafian a la duplicaciébn y crecimiento del fago dentro de la

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

PROVEDOR Cuowa ot tauson | sMomasn. | Pgd\lnrg
STRATEQENE QKIAPACK PLUS 1.08 x16° — asx10’
QIQAPACK GOLD 21 x10? — 20x10*
AMERSHAM rean1? 1 *012 107
BOEHRINGER = 1 x10° ° 13110
PAONIGA asx10® 100 a1’
* extracto de empaqui utllizado d este trabajo. (Perbal, 1983)

Otro aspecto importante, es el de sequridad biolégica,
feclentemente existe gran preocupacién en torno a leos efectos de
microorganismos recombinantes en el ambiente. La utilizacién de
marcadores con resistencia a antibiéticos hace creer que estos
vectores en condiciones naturales pueden ser transferidos promis-
cuamente a cepas patégenas. Es deseable gque el vector dé clona-
ci6n contenga algln tipo de marcador inofensivo en el ambiente
(por ejemplo genes de amilasa, xilanasas etc.), o que las cepas
recombinantes tengan poca sobrevivencia en condiciones naturales,

es decir , fuera de las condiciones del laboratorio. Esoc es en
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el caso de lambda, a donde se requiere de cepas hospederas
especificas (tabla V) y de condiciones especiales para su dupli-
cacién y sobrevivencia. Muchos de los vectores reguieren de una
mutacién ambar en su genoma gue hace gue solo puedan propagarse
en una determinada cepa supresora de la mutacidn especifica
{blattner et al , 1977}).

También al utilizarse las té&cnicas de recombinacién jin
¥itro, se evitan etapas en la cual los fagos viables puedan
sobrevivir fuera de las condiciones experimentales (Chauthai-

wale, et al, 1%92).

2.6.1.-BACTERIOFAGO LAMBDA GT11l.

Es un vector de insercién, construido a partir de lambda
gt-7-lac-5 ( gue contiene el gen de Beta~-galactosidasa) con
lambda gt~4 con mutaciones ©¢I857,8100 y nin 5 (Young and Davis,
1983). La mutacién cI8s? le confiere crecimiento lisogénico en
temperatura de 32°a 34°C o litico a 42°C. El supresoer 5100
provoca una 1isis defectiva en hospederos que han pérdido la
supresibn &mbar sup F (Hugnh et al , 1985).

El sitio fnico de restriccién para EcoRI (Rambach and
Toillois, 1974), se localiza en el extremo 3' del gen lac 2, 53

pb. antes del codén de terminacién de la transcripcién de la
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Beta-galactosidasa, cuando se inserta un fargmento entre estos
péovoca que el fenotipo del fago cambie de Lac Z positive a
negativo (Fig.3).

En el hospedero apropiado, el fago parental produce placas
azules en la presencia de isopropil-Beta-D-tiogalactopirandsido
(IPTG, un inductor sintétice del represor Lac I} y X-~gal, ( sus-
trato cromogénico para actividad de Beta-galactosidasa)., Los

fagos recombinantes producen placas incoloras (Jendrisak et al ,
1987) .

tabia V. CEPAS HOSPEDERAS DE FAGO LAMBDA

CEPAS GENOTIPO Y FENOTIPO
E, coll Y1089r- (lambda gtit) Cepa lisogénica a 37°C con el
plismido pMC9 con of gen tac 1

E. coll Y1090r- (lambda gti1) Copa litica & 42°C con ol plés
mido pMCO, aslecclén de recom-
binantes por formsr placas in.
coloras en X-Qal ¢ LIPTG.

E. coll LE392  {(lambda gt10) Sitlo de Insercldn en ol gen
fepresor o1, produce placas
claras con recomblinanies y pla-
cua turblas con fagos

E. coll C800 hila-(lambda gt10) | Solo produce placas con fagos
tecombinantes.

{Hugnh st 8], 1985). {Young and Davls, 198))
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En lambda gtil pueden clonarse fragmentos de tamafio hasta 9.2 Kb
(Chauthaiwale et al, 1992). Las secuencias de DNA insertadas en
este vector tienen la potencialidad de expresarse como proteinas
fusionadas con la Beta-galactosidasa, cuando el marco de lectura
coincide con el de lac 3 (Stoker et al , 1989).

Por esto, las bibliotecas gendmicas construidas en Lambda
gtll, son adecuadas para probarse con anticuerpos contra anti-
genos producidos por clonas especificas (Young and Davis, 1983).

Las células hospederas que llevan mGltiples copias del gen
represor lac I , son usadas para regular condicionalmente la
expresitén de los genes controlados por el promotor del operon
lac. La cepa de E. coli Y1080 que tiene las caracteristicas
siguientes:
= mutacibén ambar en el gen 8 (sup F), ademis de mutaciones que
previenen la modificacién restricciénal del DNA exdgeno .
~ tiene deleteado parte del operon lac que reduce la recombina-
cién entre fago y hospedero.

- presenta el plismido pMC9 que lleva la secuencia de lac I, y
reprime la expresién de genes gque disminuyen el crecimiento del
hospederc y del fago.

Para la bGsqueda de genes de interés, por medio de su
expresién en el fago, se utiliza la cepa de E. coli Y1090, esta
cepa es deficiente en proteasa (Lon A), para reducir la proteoli-

sis de los productos de estos genes (Young and Davis, 1983).
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La lisogenia se presenta en la cepa Y1989, ya que no presenta
la mutacién sup P, Y en cambio presenta la mutacién hflA 150
(alta frecuencia de lisogenia). Para el crecimiento lisogénico,
presenta la mutacién en el represor de la fase litica, cIBS7, que
es sensible a temperatura, inactivo a 42°C y activo a 32°C

(Jendrisak et al, 1987).

1.6.2.-BACTERIOFAGO LAMBEDA GT10.

Es un vector capaz de aceptar fragmentos de hasta 7.6 kb, ¥y
que contiene un sitio EcoRI dentro del gen represor (cI) del
fago. la insercién de un fragmento en este sitio genera fagos oI
negativos (Flg. 4). Estos recombinantes forman placas con
_ centro claro, a diferencia de los fagos no recombinantes cuyas
placas de lisis son turbias (Kaiser and Murray, 1985).

Se le puede considerar como un vector de insercién gque le
confiere inmunidad (Hugnh et al,1985). La insercién de DNA
exégenc en un punto contenido en la regién de inmunidad de una de
sug moléculas de) vector, destruye la capacidad del fago para
producir un represor funcional. La transcripcién ésta sometida
a represi6n por el producto del gen ¢I y en un ciclo lisogénico;
esta represién es la base de la inmunidad a la superinfeccién por

lambda (0ld and Primrose, 1985).
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Lambda gtl0 se selecciona también por los marcadores cI+
imm 434 y cI- immd34 en cepas portadoras de la mutacién hf1A150,
donde los fagos ¢I- forman placas con la eficiencia normal,
mientras que los ¢I+ son reprimidos para: que no se formen placas
de lisis (Karn et al, 1983). Lambda gtl0 fue construido para
proveer da crecimiente vigoroso al vector, optimizado para
aceptar fragmentos de DNA un poco mas cortos gue otros vectores
de inmunidad. Eso es importante porgue durante el empagueta-
miento, se empaquetan mejor las molé&éculas del tamafio de lambda

silvestre (Maniatis et al, 1978).
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II.- OBJETIVOS.

Considerando la importancia de Lactobacillus amvlovorus,
como un organismo amilolitico, utilizado en procesos de ensilaje
¥ por sus caracteristicas de ser una bacteria lidctica capaz de
crecerfuera de un ambiente lacteo, se plantea la construccitén de
un bhanco para:

La preservacién del material génetico de L. amylovorug en
vectores de clonacién accesibles y estables.

La bGsqueda ulterior eventual de genes de interés dentro del

banco.

Objativos particulares:

=Realizar la construccidn de bancos gendémicos en los vectores de
clonacién lambda gtl0 y gtil.

~Deducir el grado de representatividad teérica, del genoma de L.
amylovorus en los bancos construidos.

-Buscar la expresiSn de Beta-galactosidasa en los fagos recombi-
nantes, como un par&metro de representacién real en los bancos
genbmicos.

-Comparar los valores tedricos y reales en la representacién de

estos bancos en particular.
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IXII.-METODOLOGIA
3.1.-MICROORGANISMOS.

Sa utiliz6 la cepa de Lactobacillus amylovorus NRRL-B-4540
(ATCC), se cultivé en medio L.C.M. con glicina a 37°C sin agita-
cién. Los derivados de lambda gtl0 y gtll fueron los vectores
utilizados para la clonacién de fragmentos de DNA (hasta 7Kpb.}.
Las cepas de E.coli uﬁllizadas como hospederas de lambda gtio y

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

3.2.-EXTRACCION DE DNA CROMOSOMAL

Se realizé la extraccidn del DNA de L. apylovorus que estaba
creciendo en un medio L.C.M. con glicina y se controlaron las
caracteristicas de interés de la cepa para la preparaciédn del
in6culo, que se observs en cajas con almidén. Se observé la
produccién de amilasa por la presencia de haleos de hidrolisis, y
la acidificacién del medio el cual se evidencié con purpura de
bromocresol como indicador. El procedimiento de extraccisén de
DNA de bacterias licticas (Chassy, 1990) que se siguid es el si-
guiente:

1) Sembrar un medioc de L.C.M. de 500 ml. inoculadeo con un pre=-

cultivo en una dilucién de 4/100. Medir 1la densidad &ptica,
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tomando 1 ml. en 9ml. de H,0 y leyéndose en una longitud de onda
de 600 nm.

2) Cosechar las células por centrifugacién a 6000 rpm durante §
minutos y lavar con amortiguador "T"*. Se pueden continuar varios
lavados con el mismo amortiguador. Finalmente se resuspenden en
15 ml del amortiguador®T".

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

4) Agragar lisozima en una concentracién 100 ug por unidad de
absorbancia del cultiveo original.

5) Incubar a 37°C durante una hora.

6) Centrifugar para recuperar las cé&lulas a 5000 r.p.m. durante S
minutos.

7) Resuspender en amortiguador "TE" en 1/10 de volumen del cultiv
original y mezclar bien.

g} Agregar 1/9 de SDS (5.5ml) e incubar a 37°'grados centigrados
durante 15 minutos.

9) Tratar con fenol (1 volumen), se agita por inversién en forma
suave para no fragmentar el cromosoma, centrifugar a 10 000
r.p.m. por 5 min. y se recupera la fase acuosa.

10) Tratar con fenol-cloroforme (1/2 volumen de c/u) y agitar por
inversién y centrifugar para recuperar la fase acuosa.

11) Agregar Acetato de amonio 7.5 M y mezclar.
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12) Agregar al menos 2 1/2 volGmenes de etanol absoluto y dejar

pracipitar en hielo a -20°c.

13) centrifugar 15 minutos a 10 000 rpm. y secar el botén al

vacio. Disolverlo en amortiguador "“TE" 12.5 ml.

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

incubar a 55’ C durante una hora.

15) Ajustar la solucién a 0.1 ¥ SDS y agregar la proteinasa K

en una concentracién de 100 ug./ml. y se incuba a 55 C por una

hora.

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

por inversién .

17) Centrifugar y recuperar la fase acuosa.

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

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

precipitar en hielo seco por 30 minutos o a -20'C toda la noche.
El DNA cromosomal obtenido puede guardarse a -20° C precipi-

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

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

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

etanol y el boton se seca al vacio y se resuspende en amortigua-

dor TE. Se realiza entonces la estimacién del DNA por espec-—

trofotometria (Maniatis et al, 1982).
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3.3.-DIGESTIONES DE DNA CROMOBOMAL

Se reallizaron digestiones totales y parciales del DNA cro-
mosoma) con la enzima de restriccién EcoRI seglGn técnicas descri-
tas por el provedor, de las cuales se seleccioparon ventanas de
diferente tamafio molecular que comprenden tamafios de 4 kpb. a
6kpb. ¥ de 6 kpb. a 10 kpb., separadas mediante una electrofére-
sis con agarosa al 1%. También se realizaron digastiones totales
con BamHI y EcoRI para la separacién de ventanas de 2 a 4 kpb.,
este material se recupera por electroelucién, y se limpia con

fenol cloroformo y despfies se precipita con etancl absocluto.

3.4.-ELECTROFORESIS

Se preparan los geles con agarosa del 0.7 a 1.2 %, disuelta
en amortiguader TAE, para geles analiticos (35-45ml) y para geleé
ﬁraparutivos (120 ml). Se deja gelificar y se sumerge en la
cdmara de electroféresis con amortiguador TAE 0.5 X. Los pozos
de carga se encuentren hacia el lado del cdtodo, las muestras de
DPNA se mezclan con el amortiguador de carga (3-5ul ) Yy se
ponen en los distintos pozos. Las condiciones de migracién se
realizan con corriente variable y voltaje constante de 50 a 80

voltios dependiendo de las muestras. Al finalizar la migracién,
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se saca el gel de la cémara Yy se sumerge en la solucién de bromu-
ro de etidio durante 15 minutos y se observa en un transilumina-

dor de U.V,
3.5.-ELECTROELUCION.

Se seleccionan las bandas o ventanas de DNA a electroeluir,
se cortan del gel, y se ponen en las cimaras Nanotrap en amorti-
guador TAE 0.01X, se pone en cada extremo de la cdmara un circulo
de membrana de diilisis pretratada. La cimara de electroelucién
contiene en el lado del cdtodo amortiguador TAE 2X , y en el
&nodo contiene TAE 1X, acetato de sodio 3M. Los parametros
utilizados durante la electrecelucién fueron de corriente con-
stante, limitada a 2.5 mA por cada cédmara Nanotrap, el voltaje es
variable, con voltaje inicial de 500 voltios, el cual al fipal de
60 min. puede descender hasta 100 voltios. El tiempo de elucién
fue de 90-120 minutos.

3.6.-VECTORES.

Los vectores utilizados para la construcciédn de las biblio-
tecas genémicas fueron los fagos lambda gtl0 y lambda gtll .
Los brazos de DNA de los vectores , se obtuvieron digeriendo con
EcoRl Y sSe desfosforilaron para tenerlos a una cohcentracién de

0.25ug/ul. (Boehringer Mannhein Biochemica). En el caso de lambda
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gtlil, el gen lac-2 estd interrumpido por el sitio EcoRl; vy
utilizando la bacteria hospedera adecuada pueden identificarse
placas azules en las que se han religado los brazos de lambda, y
placas c¢laras que tienen interrumpido el gen lacZ por la inser-
cién de un fragmentb.

En lambda gtl0 el sistema de seleccidn de fagos gue contienen un
inserto requieren de una cepa bacteriana con una mutacién
hflA(alta frecuencia de lisogenia), donde se forman placas de

lisis c¢on fagos recombinantes unicamente .

3,7.=-LIGACION

Se procede a la ligacidn de los fragmentos de cromosoma <¢on
los vectores, en una mezcla que contiena 0.5ug de DNA de lambda
en una proporcion de 0.3:0.5, 0.6:0.5, 0.9:0.5 pg con respecto a
la concentracién de los fragmentos cromosomales, la temperatura
de incubacién para la ligacién con ligasa T@ fue llevada a cabo a
4’ ¢ durante 24 horas. Desplies se adiciond mds ligasa T4 ¥ la
mezcla de ligacién se dejo incubar durante otras 24 horas.

Desples las ligaciones se valoraron por electroféresis en

agarosa al 0.8%.
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3,.8.~EMPAQUETANIENTO.

Algunas Qe las ligaciones se empaguetan con reacciones
especificas de empaquetamiento para DNA del fago (Boehringer) que
consiste en dos extractos: un extracto de sonicado y otro de
lisado, que se complementan para una reaccién de empaguetamiento
de 0.5 pg de DNA ( tabla VII}. Ambos extractos se mantienen a
=70 ¢, se manipulan en hielo, en el momento en gQue se va utili-
zar, Yy al descongelarse se adiciona el DMNA y se mezcla evitando
la formacidén de burbujas. La reaccién se lleva a temperatura
ambiente durante 2 horas y despuas se diluye la mezcla de empa-
quetaniento con 500 pl de amortiguador SH. Enseguida, se adicio-
na glicerol al 30% para tener una concentracién final de 15% .
Esta mezcla se puede guardar a -70°C, Yy se deja una alicuota

para titularse (Honh and Murray, 1977)}.

3.9.~8IEMBRA.

La preparacién de las bacterias a infectar consiste en la
siembra de un indculo de medio LB con la adicién de Sulfato de
Magnesio (MgS04) 10 mmol y maltosa al ©0.2%. Al crecer a E. goli
en maltosa se induce la produccién del receptor de lambda (Pro-
teina Lam B}, el cual es necesario para el transporte de maltosa,
en tanto que los liones de magnesio ayudan en la adsorcién del

fago.
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Las bacterias se incuban durante toda la noche y del cultive
resultante se obtiene en una dilucién de 1:100 para inocularse en
un matraz de 50ml. de LB ( paraE. coli C600 hflA se debe utilizar
medic NZ) con sulfato de magnesio (MgSOs) 10mmol y 0.2% de malto-
sa. Se incuba a 37" C hasta alcanzar la fase estacionaria del
crecimiento. Se pone en hielo y se centrifuga a 6000 r.p.m.
durante 10 minutos y se resuspende el botén en 15 ml de sulfato
de magnesio ( Mg50;) 10mmol/l. Las bacterias pueden servir para
sembrar durante 3 dias si se les conserva a 4°C o en bafio de

hielo (Maniatis et al, 1982).

3.10.~-TITULACION.

Se prepara una serie de diluciones de la alicuota de la
reaccién de empaguetamiento en los &rdenes de 100, 18 ,10 y 10°
Se diluye con amortiguador SM y se mezcla 100zl de la dilucién
con 100pl1 de las bhacterias preparadas para la infeccién. Se
mezclan por "vortex" y se incuban durante 20 minutos a 37°C
para la preabsorcién de los fagos. En condiciones estériles se
mezcla con 3 ml de agar suave Lb o Nz precalentado a 47'C, se
asegura que el agar suave se equilibre a esta temperatura en un
bafo de 45 a 50°'C (las células mueren si se exponen al agar

suave a mas de 65 C).
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Se pone la mezcla sobre una caja con el medio respectivo
(las cajas también deben estar precalentadas para evitar una
gelificacién prematura al vertir el agar suave) y se extiende
por toda la superficie en una sobrecapa homogenea, Al agar suave
para lambda gtll, al agarsuave se le adiciona 40 ul de IPTG 100
mmol/l y X-Gal al 8.2% diluido en dimetilformamida. Al gelifi-
car la sobrecapa de agar suave se incuba a 43’ C toda la noche.
Se preparan blancos al sembrar, donde se mezclan las cé&lulas (de
cada cepa que se esta utilizando para infectar) y el agar suave,
sin afladir la mezcla de empaguatamiento o la resuspensién de
fagos. La aparicién de placas, tarda de 6 a 8 horas de incuba-
cién , pero hasta despties de 12 a 14 horas se pueden apreciar

major los distintos tamafios de placas (Frischauf, 1987).

3.11.-AMPLIPICACION.

El principio de amplificacién, es que cada fago empaquetado pro-
duce miles de clonas idénticas por una infeccién limitada del
hospedero. La amplificacién permite almacenar el banco en varias
copias, que pueden utilizarse tantas veces como sea necesario
(Vogeli and Kaytes, 1987).

Se siembra parte de la muestra de empaquetamiento, se agre-
gan 5 ml de SM a las cajas con las placas obtenidas,y se dejan 2

hrs a temperatura ambiente o toda la noche a -4'cC.
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Se recupera la suspensién de fagos, y se centrifuga para
retirar los restos celulares. Se agrega c¢loroformo y se guarda a

4°C en alicuotas de 1 ml.

3.12,=ALMACENAMIENTO DE PAGos.

Las soluciones base de fégos son estables por algunos meses
almacenados a 4°'C en SM ¥y conteniende una pegquefia cantidad de
cloroformo
al 0.3% { Kalser and Murray, 1985) . También pueden almacenarse
congeladas a =-70'C con amortiguador SM y glicerol al 1% § (Maniatis et
al , 1982),

3.13.-PURIFPICACIOR DE FAGOSB.

Para cajas de 90mm., mezclar 1 x 105pfu (unidades formadoras
de placas) de bacteriéfagos o 60-100 pl de una placa de fago ¥ya
anteriormente diluida con SM, con 0.1 m)l de bacteria hospedera de
un cultivo fresco. Incubar a 37°C por 20 minutos.

Se siembra con LB agarosa suave al 0.6 ¥ , y se incuba a 42
C. Al ser remplazado el agar por agarosa, el DNA extralido es un
sustrato adecuado para enzimas de restriccién y ligasas. Al for-
marse las placas, agregar 5ml de SM, se raspa la capa de agaro
sa suave y se pone todo en un tubo de centrifuga. Mantener en

agitacién durante 1 h, ¥y centrifugar a 10 000 rpm durante 10
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minutos. Al recuperar el sobrenadante tratarlo con DNAsa Yy
RNAsa, cada una en una concentracién de 1lug/ml y 100 pg/ml e
incubar 30 minutos a 37° C. Este tratamiento degrada el DNA y el
RNA bacteriano liberado durante la lisis. la viscosidad de la
mezcla decrece. Después se agrega un volGmen de PEG~NaCl, para
la precipitacién de los fados (Yamamoto and Alberts, 1970), se
incuban en hielo durante 1 hora. Las particulas de fagos se
recuperan por centrifugacién a 12 000 r.p.m. durante 25-30

minutes, el botétn formado corresponde a los fagos purificados.
3.14.~EXTRACCION DE DNA DE FAGOS

Minipreparacién TI.

Los fagos se resuspendieron en 1 ml de SM por cada 10 ml
iniciales y se agitaron las particulas de fagos en vortex, se
agregd SDS al 10% (20u) /ml), 0.2M Na EDTA , se calenté a 70 C
por 5 minutos en un bafio. Después se procede a un tratamiento
con fenol, fenol-cloroformo ¥y cloroformo. El fenol desnatural-
iza las cépsides del fago y libera el DNA. Esta cipside proteica
aparece como un precipitade blanco en la interfase, Se reguiere
agitacién fuerte, y si en la segunda extraccién, se nota que casi
no se formbé el precipitado, se continuo, si no, se realizé una
tercera extraccién con fenol. Se precipité el DNA c¢on isopropanol

a =70°'C por 20 minutos. Se centrifugd y se decanta el sobrena-
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dante. El botén es lavado con Et-OH al 70%, se seca y después se
vuelve a limpiar con fenol-cloroforme , pero esta vez se precipi-
ta con Et-OH absoluto.

Minipreparacién 1IJ.

Los bacteriéfagos se resuspendieron en amortiguador GTE
(200ul) y se mezclaron con el amortiguador de 1lisis en un tubo de
microcentrifuga, se mantuvé durante 5-10 minutos , y después se
centrifugé durante 10 minutos en microcentrifuga, el scbrenadante
se colecté y se tratd con fenol, fenol-cloroformo. El DNA se
precipité con un volumen de isopropanol y posteriormente se lavé
con Et-OH 70%, se sacd y resuspendid en 20ul de TE (Bansal and
Das, 1989).

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

Las cepas de E. goll Y1090 y Y1085 son Beta-Gal negativos
(Lac3-), usualmente se utilizan para infectarse con lambda gtll.
Para realizar la detecciétn , primero se probaron las cepas qQue se
infectarian con lambda gt10 bajo las mismas condiciones de siem-
bra. Despties, estas cepas se infectaron con muestras de los
fagos recombinantes de los bancos construidos en lambda gtlo,

Los bacteriéfagos lambda gt-10 en su material genético no

contienen secuencias que codifiquen para Beta-galactosidasa, por
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tanto solo se expresaran placas azules en agquellos fagos recombi-
nantes que lleven secuencias de Beta-galactosidasa de [,. amylovg-
Tus.

Para cada caja se utilizé un titulo de aproximadamente 1000
pfu, ¥y se sembraron en cajas de NZ amine con X-Gal e IPTG, asi=-

mismo el agar suave contiene X-Gal e IPTG.
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IV.=-RESULTADOS,

Sa obtuvieron preparaciones de DNA cromousomal de Lacto-
bacillus amylovorus en una concentracién de 3.6 ug/ul. Se reali-
zaron digestiones con diferentes enzimas de restriceién como Eco
RI, PstI, NcoI, BamHI, y HindIII (Fig. 5 } en las cuales se
observé que al digerir con EcoRI, Ncol y BamHI aparecié una banda
con un pesc molecular del orden de megapares , copurificada con
el DNA cromosomal (Fig. 5 ), la cual corresponde al megaplésmido
reportade para esta cepa (Bohanon,‘IBBS). Al realizarse, las
digestiones parciales con EcoRI fue necesario reducir los tiempos
de incubacién hasta intervalos de 5 minutos durante la primera
media hora (Fig. 6 ). El grado de parcialidad de la digestién
sa siguid en geles analiticos de agarosa, para la separacién de
los fragmentos ; ademds se realizaron geles preparativos que
contenfan de 15 a 30 ug. de DNA en cada muestra (Fig. 7 ).

Las distintas ventanas de estas npuestras se electroeluyer-
on, ¥ se obtuvieron a una concentracién de aproximadamente 3 pg
de DNA (Fig. 8 ). Estas se utilizaron en ligaciones con los
brazos de los Vectores de lambda en distintas proporciones
0.3:0.5, 0.6:0.5, 0.9:0.5 (ug). En el gel de electroforesis no
se aprecia un resultado claro de las ligaciones , dado el tamafio
de la contruccién y 1la baja resolucién del gel. Se proce=-

dié a elegir aquellas ligaciones en donde la ventana de DNA
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cromosomal digerido desaparecia, aumentande claramente la inten-
sidad de la banda que corresponde al brazo mayor del vector

(Fig. 9 )
CONTRUCCIONES DE LOB DIFERENTES BANCOS.

Se obtuvieron bancos en lambda gtll gue tenian un titulo
alto de fagos racombinantes (tabla VI )}, pero gue presentabkan
gran inestabilidad de las construcciones. En estas construc-
clones, ge reducia la eficiencia, es decir , que disminuya la

proporcién de fagos recombinantes respecto al total de placas.

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

BANCO TAM. INBERTO T TITULO (pfu} | EFICIENCIA
g1 4-8 kpb, 8 x10t 78%
gt1-1 48 kpb, 2,910 80%
git1-2 48 kpb. 1.2x10° 80%
gH1-3 4-10kpb, 9.6 x 10* 9%
gt10-1 8-10kpb. 1 x10° 5%
gno-2 8-10kpb, 19x10° 79%
gt10-3 $-10kpb, 2.3x10°* 94%
{tam.) t fio, (eficiencla) 16n de tagos -n{c_r blacién total,

gt+1", banco amplificado. Datos obtenidos en este
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‘ Por eso se utilizé otro vector mas estable, lambda gtlo, con
el cual se obtuvieron bances con un titulo menor al de lambda
gtll, pero que tenian una obtencién més alta de recembinantes
(tabla vI). Por sus caracteristicas de ser un vector estable
geneticamente lambda gt-10 se utilizé para la determinacién de
insertos. Ademds de eso, este vector fue muy Gtil para la detec-
cién de la expresién en cepas Lac 2 positivas del gen de Beta-
galactosidasa de [. amylovorus.

Para la determinacién del tamafio de los insertos se tuve
gue extraer DNA de placas aisladas, Aungque se utilizaron
diferentes técnicas de extraccién, con una de ellas, basada en
la 1lieis con detergentes y calor, adem&s de la precipitacién de
las proteinas del fago con acetato de Potasio, se logré el mejor
rendimiento en la obtencién de DNA (Fig.10 ). En estas prepara-
ciones se observé la presencia de multimeros. Sin embargo,
estas preparaciones fueron indigeribles por enzimas de restric-
cién, por le cual se adaptdé una técnica que combina la precipi-
tacién selectiva del fago (Yamamoto and Alberts, 1970) con PEG-
Nacl, 1isis por calor en combinacit6n con el buffer de lisis y
extraccién (Bansal and Das, 1982). En estas preparaciones
aungua se obtuvd menos rendimiento en la cantidad de DNA, este
si era digerible parcialmente por enzimas de restricciénm (Fig.

11).
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Ademés al pernitir a las preparaciones mayor tiempo de
hidratacisn se observd mejor digestién por parte de las enzimas
de restriccién.

REPRESENTATIVIDAD DEL BANCO.
¢ilculo Teérico.

Los bancos obtenidos contienen en su nlmero de fagos recom-
binantes (eficiencia) la representaci6én de 64 a 392 veces el
genoma total de Lactobacillus amylovorus(tabla VII), si se toma
como un tamafio intermedio (3525 Kpb.) entre el cromosoma de
Lactococcus lactis (Tanskanen gf al, 1990) y E. coli (tabla
II y VII ), ademds de tomar en cuenta gue el tamafio promedio de

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

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

#EQUIVALEN- | *N* DE EC. 2
BANGO | TITULO | 35 gEnoMA |  CONTENIDA
gt11-1 | 3.8x10° 64 68z -
gt11-2 | 1.2x10* 204 209
gt11-3 | 9.6 x10* 183 187
gt1o-1 | 1 x10° 170 17.42
gti0-2 | 1.9x10’ 324 331
gt10-3 | 2.3 x10° 292 40

(equlvalents genoma) tihtulo X 6200 Inserto p die/3.56 X 10 tam. g
{ec. 2) n=in{1-P7)/In (1-T) . Datos idos sn este
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En el caso de Lactobacillus amvlovorus se calcula con la proba-
bilidad de clonacién mdxima de un fragmento especifico y se
estima en un nimero de 5.74 x 10° pfu recombinantes ( segfin ecua-
cisén 2). Dicha poblacién se encuentra contenida de 6.6 a 40

vecas en los distintos bancos generados en Lambda gt=-10 y gt-11l.

REPRESENTACION DE LA ACTIVIDAD DE BETA~GALACTOSBIDASA.

Se realizaron pruebas para actividad de Beta-galactosidasa
en la cepa original (L. amylovorus) Yy se observd gue las colo-
nias adquirian un color &zul pdlido desples de 48 horas de incu-
bacién en medic minimo para bacterias licticas con X-Gal e IPTG.

Luego se realizé la busqueda de la expresidn del gen para
Beta-Galactosidasa en las cepas LacZ negativas con fagos recombi-
nantes de bancos generados con Lambda gtl0 como vector.

Daentro de las placas aparecidas desplGes de 12-24 horas, se
detects actividad de Beta~galactosidasa (placas azules) solamente
despGes de 4 semanas . Se aislaron alrededor de 14 placas
azules de un total aproximativo de 40,000 placas ( 40 cajas).

Esto cerresponde a la clonacién del fragmento que codifica
para Beta-galactosidasa en una poblacién de aproximadamente 2857
fagos recombinantes. De estos 14 clonas sclo cinco mantienen

actividad de Beta-galactosidasa en la resiembra, desples 2 a 4
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semanas . Por otra parte se observb mejor expresién de la Beta-
galactosidasa durante la fase lisogénica del fago, que en la fase
litica. Esto se ha comprobado mediante la infecci6bn en cepas
altamente lisogénicas (hf1A150) y LacB negativas. Estas cepas
crecen como liségenos a temperaturas de 37°C, tanto en medio
ninimo como en medio LB con XGal e IPTG donde desarrollan colo-
nias de un color azul pilido debido a la actividad de la enzima
sobre el sustrato cromogénico. En estado lisogénico la actividad
se manifiesta desples de 24 horas de incubacién.

Se aislaron las placas con actividad, de estas se recupera-
ron $§ que continuaban presentande actividad despGes de haber sido
sembradas. También fueron crecidos como liségenos y fueron
inducidos a la fase litica, momento en el cual se cosechd para la
extraccién del DNA, el cual fue despGes se digerieron con Hin-
dXIX (Fig. 12 ), por este método se copurifica el plésmido de la
cepa hospedadora. Uno de estos fagos que formaba placas de
lisis fue amplificado en cajas con agarosa, y a partir de estas
cajas fue purificado el fago y se realizé la extraccién de DNA
del fago, libre de DNA de la bacteria hospedadora, al ser digeri-
do con EcoRI muestras 3 bandas correspondientes al inserto,

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

558



DISCUSION

V.=DISCUBION

Dado el interés actual en el conocimiento de la biologia
molecular de bacterias lactjcas, se requiere de técnicas que
permitan un répido avance en este campo.

En particular este trabajo muestra que es posible 1la
utilizacién de fagos para la construccién de bibliotecas genémi-
cas de bacterias licticas , teniendo a E. goli como cepa
hospedera.

La eficiencia de construccién de dichos bancos depende de
varias condiciones como:

-La pureza del DNA, ademds de las propiedades especificas del
genoma gue pueden afectar la eficiencia de clonacidén (Maniatis et
al ,1978).

-La obtencién de ligaciones que permitan la formacién de mul-
timeros apropiades para el empaguetamiento.

-La calidad del extracto de empaquetamiento utilizado (tabla 1vV).
-La preparacién adecuada de las células a infectar, adem&s de las
condiciones de siembra para cada cepa.

Este método de aislamiento de genes tiene muchas ventajas
sobre otras técnicas. Toda una familia de genes evolutivamente
relacionados puede aislarse con una mezcla de sondas en un solo

paso de busqueda en la biblioteca. Por otra parte el aislamiento
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DISCUSION

de un conjunto de clonas superpuestos que contienen parte del
mismo gen, permite el estudio de secuancias alejadas de los
extremos 5' y 3'por varias kilobases. En algunos casos las
extensiones del DNA clonado permiten encontrar genes ligados al
gen inicial. Una biblioteca permanente con clonas superpuestos
facilita el aislamiento de otros genes que pudieran constituir
parte de un operén. En este caso , los fragmentos de DNA gendmi-
co de L. amylovorus pueden ser utilizados para el estudio de la
estructura fina de algunos genes, Conociendo el tamafio aproxi-
mado de los fragmentos de DNA de L. apvlovorus clonados, se ha
calculado que el nGmerc necesario de fagos recombinantes resulta
ser de 5.74 x 10° ( ecuacién 2) . Este es el nGmero minimo de
recombinantes para la clonaci6n de una secuencia en particular
dentro de la biblioteca, con una probabilidad del 99%, y asumien-
do gque existe una sola copia de dicha sacuencia.

En cuanto a la representacidn del banco, se puede decir que
los banceos construidos en lambda gt 10 y gt 11 sobrepasan los
requerimientos teoricos para la obtencién de una biblioteca "com-
pleta®. Sin embargo, en una mezcla de ligacién existen otros
factores que pueden intervenir en la probabilidad de ligacidn de
diferentes fragmentos:

-El tamafio de los fragmentos a clonhar.
-La existencia de secuencias que puedan resultar téxicas o

inestables en la cepa hospedera.
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-La presién de seleccién de los fagos empaquetados in yitro
dentro de la cepa hospedera.

Tomando en cuenta estos factores, no se garantiza totale
mente que todos los genes se obtengan en la biblioteca. Sin
embargo, las probabilidades son mayores si se sobrepasa varias
veces el nlmero de clonas requeridos.

Uno de los problemas observados, es la baja estabilidad que
presentan fragmentos del DNA de L. amvlovorus al ser clonados en
lanmbda gtll, esto puede deberse por que los fragmentos grandes
mantienen menor estabilidad en la construccién. Si se toma en
cuenta, que la célula hospedera astablece condiciones selectivas
durante la duplicacién del fago, es posible la deleccién de los
insertos favoreciendo el predominio de los fagos con mayor
estabilidad en cada resiembra. Para este caso, lambda gt-1l1l no
fue un vector adecuado para la clonacitn de los fragmentos dél
' DNA de L. amylovorus., Los fragmentos que se utilizaron resultan
ser de tamaifios grandes, que sobrepasan la capacidad del vector ,
y esto se manifiesta en la inestabilidad de estas construcciones.

En cambie, lambda gt-10 tiene relatjvamente una capacidad
mayor para aceptar fragmentos ajenos a su genoma. También se
encuentra documentado como un vector estable durante los procesos

de duplicacién.
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Con la obtencién de clonas para Beta-galactosidasa la tasa
eg de una clon; en cada 2857 fagos recombinantes muestreados, y
resulta ser menor a la estimada teoricamente. Esto puede ser
debido a gue el tamafic del genoma sea menor al estimado y a la
complejidad de este genoma en particular. En eso se debe de
también en cuenta gue los denes de Beta-galactosidasa clonados en
bacterias l&cticas, y de localizacidn cromosomal, se encuentran
en fragmentos de 3000-3850 pb. (De Vos and Simons, 1988; Schmidt
et al,1989), lo cual reduce aproximadamente a la mitad la esti-
macién (2.87 x10°) originalmente realizada para fragmentos de
6000pb.

En lo que concierne a la determinacién de insertos en el
DNA de‘fagos, fue necesaria la adaptacién de un método de extrac-
cién para pequefias muestras. Aunque se encuentren varios métodos
de extraccién para minipreparaciones, aGn se siguen reportando
nuevos métodos para minipreparaciones que tienen por objetivo el
obtener buenos rendimientos y/o tener preparaciones aptas para
reaccliones de digestién, y ligacién. Se debe tomar en cuenta gue
un factor muy importante para la extraccién de DNA de fagos es el
de utilizar agarosa en lugar de agar en los medios de cultivo, ya
que posiblemente existen sustancias inhibidoras de la actividad

de endonucleasas, que pueden ser copurificadas con el DNA.
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En cuanto al aislamiento de genes de Beta-galactosidasa, la
continuacién de la caracterizaclén de estos genes resulta de gran
importancia. Se han realizado pocas clonaciones de Beta-galacto-
sidasa en bacterias lacticas. Estas clonaciones se han realizado
en las especies de Streptococcus thermophilus, lLeuconostoc lac-—
tis, vy Lactobacillus bulgaricus (Herman and McKay, 1986; Schmidt
et al, 1989; Silke et al, 1992). Los genres clonados de Beta-
galactosidasa comprenden tamafios de 3850, 5800 y 30624 pb., dos de
estos genes son de origen cromesomal, Y s6lo el de Leuconostoc
lactig es de origen plasmidico. Existe un reporte de la clona-
cidén de Beta-galactosidasa de L. bulgarjcus, perteneciente al
mismo género que L. amylovorus, de este gen se conoce gue com-
parte poca similitud en relacién a genes de Beta-galactosidasa de
otras bacterias {Schmidt gt al, 1989).

La clonacién de genes de Beta-galactosidasa puede servir
para la construccién de vectores de clonaci6én para bacterias
iacticas. Como estas bacterias se encuentran frecuentemente en
alimentos se requiere de vectores dque contengan como marcadores
genes de enzimas facilmente detectables. Evitando asi los riesgos
de conjugacién con bacterias patégenas al utilizar vectores que
contengan resistencia a antibioticos, Al provenir este gen del
género Lactobacillus es interesante para el estudio de la expre-

si6n de genes.
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Uno de los problemas encontrados en los fagos recombinantes
con actividad de Beta-galactosidasa, fue la baja expresién duran-
te la fase litica. Eso se puede deber a que el sitio de clonacién
se halla en oI (gen represor de la transcripcién de genes tar-
dios), el cual se expresa inmediatamente desples de la infec-
cién, pero que estd regulado a nivel transcripcional por acumu-
lacién de Cro, dejandose de transcribir los genes tempranos y
medios, para la transcripcién de los genes tardios (fase litica!.

Una posibilidad es que la expresi6bn del inserto esta limi-
tada debido a la corta vida liscgénica gque tiene cuando se
incuba a 42° C. También lambda gtl10 tiene regiones de autoinmu-
nidad , lo cual permite s6lo la infeccién de un fago por bacte-
ria, por lo tanto una scla copia del gen de Beta-galactosidasa
por bacteria.

Sa han reportado trabajos para la expresién de Beta-
galactosidasa en sistemas de expresién de lambda, donde los vec=-
tores utilizados permiten la superinfeccién de 15 a 20 fagos por
bacteria (Padukone et al, 1992). No se ha determinado si los
genes de Beta-galactosidasa en bacterias lacticas se encuentran
organizados en operones, pero parece ser que un circuito regula-
dor actua sobre estos, dado la respuesta a la induccién con
lactosa, galactosa y en algunas bacterias licticas con el

IPTG ( De Vos and Simons, 1988).
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VI.- CONCLUSIONESB

= Los bancos generados en lambda gtll resultaron sex inestables
al amplificarse. En cambio los bancos construidos en lambda gtilo

fueron estables.

- La representacion de dichos bancos sobrepasa con 142 veces los

requerimientos tedricos propuestos para este trabajo.

= La representaciédn en cuanto al nGmero de clonas de Beta-galac-
tosidasa hallados en los bancos, es aproximada a la tasa teérica

establecida, considerando un tamafic del gen de 3000 a 3850 pb.

=La clonacién del gen de Beta-galactosidasa de Lactobacjllus
amylovorus demostré que puede expresarse en E. coli.

~ La clonacién del gen de Beta-Galactosidasa sienta las bases
para posteriores estudios a nivel molecular de Lactobacjllus
amylovorugs con el banco obtenido.

.~ El gen de Beta-galactosidasa de Lactobacjillus amylovorug se
expresa en cepas de E. coli cuando se infecta con fagos que

peortan dicho gen.
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MEDIO DE LURIA (LB)

Para 1 litro.

MEDIO NZ-AMINE
Para 1 litro.

MEDIO L.C.M.
Para 1 litro

Solucidn salina

Medio M.R.S.
Para un litro

(100

VII.-APENDICE.
MEDIOS UTILIZADOS

Bactotriptona..........10gr8.
Extracto de lavadura....5grs.
Cloruro de 80di0.s......50rs.

NZ-amine.,.ec-veeen.-.10g9rs,
Ccloruro de scdio.......59rs.
Extracto de levadura...5grs.
casaaminoacidos........igrs.
sulfato de magnesio....2grs.

KoHPO4 3H20.<.e.00..3.980T8,
Triptona...sesreees.-.109r8,
Extracto de levadura...5grs.
Triptosa..seeceesssessslgrs,
KH,PO................-..3grs.
Acetato de Sodio.......lgrs.
Citrato de Amonio......lgrs.
solucién salina.. ..5ml,

Tween B80.ceeesrses eeslml.
Glucosa 40%....00se0ea20ml,
ml.):

MGSO0, 7HaOu e neenssen..40rS
FeS047H20+40cr+0...0.68grs,
MNSO4Ho0.  veevvvees2.06grs.
Acido ascorbico.....0.1grs.
Opcional: al afiadir treonina
86 hace en una concentracién

Bactoprotecsa peptona..l0grs
Extracto de carne......l09rs.
extracto de levadura....5¢grs.
Tween 80civevecerssrsanassl mMle
Citrato de Amonio...,...29rs,
Acetato de sodio........5 grs.
Sulfato de magnesio....0.lgrs.
Sulfato de manganeso..0.05grs.
Fosfato dipotésico.......2grs.

Para realizar cajas de estos medios se agregan 15
para un litro de medio, para top-agar se agrega solo 7.5¢grs. por

litro de medio,
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de 40mM.
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MEDIO M=-9
Para 1 litro

APENDICE

MEDYOB MINIMOS

NasHPO4 vevcreresss.6grs.
KHoPOg cevseeanceeselgrs,
NaCl....vsr0es.+.0.59rs.
NHACly ceovescensesalgrs.

S5e ajusta el pH a 7.4 y se esteriliza por autoclave, al en-
friarse se agrega las siguientes soluciones previamente esterili-

zadas por filtracién

MEDIO M~17
Para 1 litro

(glucosa) o autoclave:

MgS5041M..c.revsneeea2ml,
Glucosa 20% «e10ml,
caCl, IM.........0.1ml.

Polipeptona o proteosa

PEPLONA. ssssusscssseriresesSOrs.
Peptona de s8Oya....ccesse0.459r8,
Extracto de Levadura......2.5grs.
Extracto de carne....«s..+..59rs.
Lactosa. ..cccerevecessiseses5gre.
Acido ascérbico.c..ciers..0.50rs,
B~disodio glicerofosfato...l9grs.
MgSO 7THo0 1Messisessenensensel ml.
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TE

TAE

SM

GTE

AMORTIGUADORES.

pH 7.4 10 mM Tris-Cl pH

1 mM EDTA

pH 7.6 10 =¥ Tris-Cl pH

1 mM EDTA

pH 8 20 mM Tris-Cl pH

1 oM EDTA

50x para 1 1lt:

242 g Tris Base

57.1 ml Acido acético glacial

37.2 g Na EDTA'2H,0 pH 8.5

para 1 1t:
50 mM Tris-HCl-pH 7.5
100 mM Na C1
8 mM Mg S04

0.01 T gelatina ( 5 ml de una solucién al 2%)

20 pM Tris~HCl pH 8
50 »M glucosa
10 mM EDTA

Amortiguador de Lisis

Amortiguador para DNAsa I (2000 u/mg)} 5-15mg/ml en:

Amortiguador de carga para electrofédresis de DNA.

10 mM Tris-HCl, pH 7.6
0.8 M guanidina isotiocianato
40 ¥ NacCl

2 mM EDTA
0.4 % Laurilsarcosine
28 nM B mercaptoetanol

4 M Acetato de amonio

s Se esterilizan en autoclave,

20 mM Acetato de sodio pH 6.5
5 mM CaCl,

0.1 mM PMSF

50 $ v/v glicerol.

OR@IR

Se almacena en alicuotas a =20 °C.

10 % Ficoll

0.05 % Azul de bromofenol
0.25 % Raranja G

0.5 % 8ps

a b

APENDICE

Se hace una solucién de 100 ml y se alicuota en 20 ml.
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APENDICE

SOLUCIONES.

PEG/Nacl 20 % w/v Polietilenglicol (MW 8,000)
2 M NacCl
Se lleva al volumen total con amortiguador SM y se
guarda a 4°C.

EDTA 0.5 M
Se disuelve 186.1 g Na EDTA: 2H O en 700 ml de H,0,
se ajusta a pH 8 con 10 M NaOH ( aprox. 50 ml) y se
agrega H,O0 hasta aforar el volumen total.

Bromuro de Etidio.

Sa disuelve 3mg/ml de bromuro de etidio en buffer TE
y se mezcla. Se guarda a 4°C en la obscuridad.

RNABa Disolver RNAsa pancredtica en una concentracién de
10mg/ml en 10mM Tris-Cl pH 7.5 y 15 mM NacCl. Hervir
durante 15 minutos y dejar enfriar a temperatura
ambiente , se almacena en alicuotas a -20'C.

Proteinasa X.
Solucién Base. 20 mg/ml en Hp,O0, se almacena a
=20'C . La concentracién en la solucién de trabajo
ag de 50 ug/ml.
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