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Resumen

México posee una produccién de leche insuficiente
y necesita de su importacién. Esta y sus derivados fermentados
son, entonces, productos costosos y poco accesibles a gran parte
de la poblacidn y, sobre todo, a la infantil. Una alternativa a
esta produccién deficiente, es 1la fabricacién de alimentos
provenientes de fermentaciones lacticas a partir de productos
disponibles en grandes cantidades en el pais, como son los
productos amilédceos. Ademds, hasta la fecha, las fermentaciones
tradicionales del maiz no han podido ser industrializadas por su
alta variabilidad y lentitud del proceso. Las bacterias l&cticas
son usadas en la manufactura de una amplia gama de alimentos
tanto tradicionales como industriales. Estas bacterias producen
dcido 1lactico a partir de azicares fermentables y permiten la
conservacién, mejoramiento nutricional y calidad organoléptica de
los sustratos que fermentan. Las fermentaciones lacticas estéan
implicadas en numerosos productos alimenticios, especialmente en
los lacteos.

La investigacién de 1la genética de estas
bacterias comenzd aproximadamente hace 10 afios y se ha demostrado
que ellas contienen un gran nGmero de plésmidos, muchos de los
cuales tienen funciones importantes para la fermentacidén léactica.
Actualmente, gracias a las técnicas disponibles para la clonacidén
molecular es posible proyectar una estrategia gque permita
construir vectores genéticos para desarrollar una bacteria

lactica amilolitica, eficiente y estable, que sea Gtil en 1la



produccidén industrial de suceddneos de leche y otros derivados
alimenticios tanto para consumo humano como animal.

Para este fin se desarrollaron dos estrategias de
construccidén de vectores que presentan el gen de alfa amilasa de
Bacillus licheniformis. La primera utiliza al plasmido pGKV11,
derivado de Streptococcus, que presenta el promotor de
transcripcidén de B. subtilis, SPO2, 1la segunda, al pléasmido
pLZ12 derivado de Lactobacillus. Las construcciones se llevaron
a cabo y se transformaron en 6 cepas de bacterias lacticas.

De la primera construccién se obtuvieron
transformantes resistentes a cloranfenicol y con una actividad de
alfa amilasa débil determinada por crecimiento en cajas de LCM
con almidén y observando los halos de hidrélisis de las cepas
Lactobacillus caselil 102s, V% Streptocuccus salivarius
subsp.thermophilus 19256. Sin embargo, no se pudo demostrar la
presencia del plasmido dentro de las células.

De la segunda construccidén se obtuvieron varias
cepas resistentes a cloranfenicol pero ninguna presentd actividad
de alfa amilasa. Al determinar la presencia de plasmidos dentro
de las células, se observd que existian pl&smidos diferentes,
ninguno de los cuales presentd las caracteristicas del pléasmido
recién construido. Estas modificaciones que llevaron a cabo las
bacterias transformantes nos habla de una inestabilidad
conformacional del plasmido en estas cepas.

Ademés de las construcciones referidas, se
establecieron las condiciones de electroporacién para las

siguientes cepas de bacterias lacticas Lactobacillus plantarum



ATCC 8014, Lactococcus lactis ATCC 11454, Lactococcus lactis ATCC
11007, Lactobacillus delbruekii ATCC 9649, Streptococcus

salivarius subsp. thermophilus ATCC 19258.



Introduccién

Generalidades de las Bacterias léacticas

Las bacterias 1lacticas (BL), son procariotes gram positivos,
aspordgenos, caracterizados por la produccidén de &cido 1léctico
como un producto final. Esta produccidén, a partir de 1la
utilizacién de los azlcares, es una conversién metabdlica casi
exclusiva en ellas. El grupo de las BL incluye a los géneros:
Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Sporolactobacillus,
Bifidobacterium, Streptococcus y Lactococcus. Pueden
clasificarse, de acuerdo con el producto de su fermentacidén, en
dos grupos: Homol&cticas, que producen principalmente &cido
lactico (80%) y Heterolacticas, que producen, ademds, bidéxido de
carbono y etanol (mas del 25%) (Batt, 1986).

De todos los microorganismos, las BL son las m&s Gtiles a la
sociedad, con excepcidn, tal vez, de las levaduras (Rose, 1982).
Sus aplicaciones hacen posible 1la manufactura de miles de
alimentos fermentados, especialmente en las que se usan en
cultivos mixtos con otros tipos de bacterias, levaduras u hongos;
también son benéficas al incrementar el sabor de los alimentos
como en algunos tipos de quesos (Angier, 1986; Syine y Elliker,
1970); inhibiendo las bacterias que los descomponen, como en las
leches fermentadas, (Elliker et al., 1964, Weber y Broich, 1986);
asi como también a los organismos que pudren a las semillas, como
en los silos, (Dellaglic y Santi, 1984) y a 1los patdgenos que
pueden desarrollarse en estos productos (Daly, et al., 1972). Su

posible utilidad en la salud intestinal se ha estudiado desde



hace una centuria (Syine, et al., 1972) y su papel esencial en la
salud de los nifios recién nacidos es aceptada por la comunidad
médica pues son los primeros microorganismos colonizadores del
tracto gastrointestinal infantil (Brown, 1977; Bullen y Tearle,
1976; Beerens et al., 1980; Yoshioka, et al. 1983). Otros
beneficios para la salud son los relacionados con el control de
los niveles sanguineos de colesterol (Hepner et al., 1977;
Grunewald, 1981), del c&ncer, colaborando con la destoxificacién
de cancerigenos y procancerigenos (Ayebo, et al. 1981; Goldin y
Gorbach, 1983), la inmunocompetencia (Simone, et al., 1986) y la
produccidén de antibidéticos, como las bacteriocinas (Shahani, et
al., 197e6), estdn recibiendo atencién por parte de 1los
investigadores. Las BL también han mostrado incrementar 1la
calidad nutricional de ciertos alimentos, produciendo proteina
unicelular a partir de alimentos ricos en almiddén, por ejemplo
(Friend y Shahani, 1984; Ro, et al., 1979).

Todas las BL tienen 1limitaciones o defectos que pueden ser
mejoradas o eliminados respectivamente. La tecnologia del DNA
recombinante indudablemente puede contribuir significativamente
para hacer estas bacterias mas Gtiles en varias fermentaciones
(Fuchs, 1983). Los mejoramientos o cambios benéficos que
prodrian abordarse usando la tecnologia del DNA recombinante
podrian incluir hacerlas: 1) resistentes a fagos, 2) resistentes
a antibiéticos, 3) permanentemente no-lisogénicas para que no
sean fuente de virus, 4) superproductoras de nisina, 5) no-
aglutinables, 6) mayores productoras de diacetilo, 7) mejores

colonizadoras del tracto gastrointestinal, en el caso de ciertos



lactobacilos, 8) destoxificadoras mejoradas de procarcindégenos y
carcindgenos 9) refractarias a la pérdida de plasmidos, 10)
receptoras de genes que lleven informacién para sintesis de
saborizantes y drogas y 11) rapidas en la coagulacidén de los
guesos. Ademas de las anteriores, las propiedades méas
importantes para la industria lechera son la produccidén de &cide
lactico, protedlisis de las proteinas de la leche
(particularmente de la caseina), insensibilidad a bacteriéfagos y
propiedades misceldneas gque determinan 1la calidad final del
producto tal como la produccién de saborizantes, bacteriocinas y
nisina. Junto con estas y otras mejoras, se requiere mayor
conocimiento de la expresidn genética asi como de los mecanismos
de intercambio del material genético en BL (Sandine, 1987).
Todas estas propiedades parecen estar codificadas, en muchas
cepas, por plasmidos; esto significa que son rasgos inestables en
los indculos iniciales, también significa que genes relevantes
pueden ser aislados de una forma relativamente facil (Venema y

Kok, 1987).

El intercambio de material genético en bacterias l&cticas

Aunque el DNA fue descubierto en 1869 por Meisher, (Mirsky,
1968), y Avery Y su dgrupo, en 1944, mostraron gque los dgenes
estaban compuestos de DNA y Watson y Crick propusieron su
estructura de doble hélice en 1953, los estudios genéticos en
bacterias tuvieron gran dificultad para inciarse pues 1los

conceptos genéticos no eran aplicables a los organismos que no se



reproducen sexualmente. Sin embargo, una decada después, el
cédigo genético fue descifrado (Crick, 1966), iniciando el
desarrollo de la tecnologia del DNA recombinante, en la que se
combinan de manera covalente dos o m&s moléculas de DNA de
distinta procedencia para formar otra totalmente nueva. Hacia
1965, Hayes descubrid® el primer plasmido bacteriano, el factor
sexual F (Hayes, 1968). El descubrimiento de endonucleasas de
restriccién, que son 1las herramientas ma&s poderosas en la
clonacién molecular, en la secuenciacidén de nucledtidos y en el
mapeo genético, se realizd en 1970 (Smith y Wilcox). Después del
descubrimiento del RNA mensajero (Jacob y Monod, 1961), siguid el
de la transcriptasa reversa (Baltimore, 1970), la cual permite a
los investigadores hacer una copia de hebra sencilla de DNA
complementaria a una de RNA mensajero especifico. El DNA
complementario puede ser usado entonces para producir un DNA de
doble cadena que puede servir para clonar genes originarios del
RNA mensajero.

El primer DNA recombinante fue producido en la Universidad de
Stanford por Berg y colaboradores (Jackson et al., 1972). En
1973, Cohen y Boyer anunciaron el uso de plasmidos bacterianos
autorreplicables como un método de amplificar ciertos productos
génicos (Cohen et al., 1973), y posteriormente lo patentaron
(Cohen y Boyer, 1978). A 1la fecha, m&s de 200 compafiias
comercializan productos derivados de esta tecnologia y se estima
que en los Estados Unidos de Norteamérica 10,000 laboratorios
piblicos, privados, universitarios Yy del gobierno estén

involucrados en este tipo de investigacidn (Sandine, 1987).



Los métodos para la manipulacidén de las BL se han desarrollado a
tal punto que es posible clonar y expresar genes hombdlogos y
heterdlogos en estos microorganismos. Recientemente, se han
revisado los avances en estos temas en estreptococos (De Vos,
1987) y lactobacilos (Chassy, 1987). Un factor esencial en el
avance de estas nuevas tecnologias fue la aparicién de sistemas
de transformacidén para varias especies de BL. Sin un sistema de
transformacidén eficiente no es posible el andlisis genético ni 1la
modificacién de cepas, ya gque no se puede introducir 1la
informacidén gque nosotros necesitamos dentro de 1la célula de
interés.

Los sistemas de transformacidén se conocen desde que Griffith en
1928 describidé 1la transformacién de Streptococcus pneumoniae
antes de que el DNA fuera reconocido como material genético.
Hasta la fecha se han hecho numerosas revisiones sobre el tema
(Saunder et al., 1984; Venema, 1979; Smith et al., 1981; Stewart
y Carlson, 1986). Generalmente se han dividido los sistemas de
transformacién un poco artificialmente en: 1) Competencia
natural, 2) competencia artificialmente inducida, 3) sistemas

dependientes de protoplastos y 4) electroporacién.



Sistemas de transformacidn

a) Competencia natural

A la fecha, se han descrito sistemas de transformacidén natural en
15 generos: Acromobacter, Acinetobacter, Azotobacter, Bacillus,
Haemophilus, Halobacterium, Pseudomonas, Streptococcus,
Streptomyces, Methylobacterium, Micrococcus, Moraxella,
Mycobacterium, Neisseria, y Synechococcus (Hopwood, 1981). El
mecanismo por el cual la transformacidén ocurre se ha estudiado
detalladamente en B. subtilis, H. influenzae, N. gonorrhoeae, S.
pneumoniae y S. sanguis.

Todos los sistemas de transformacidédn bacteriana parecen seguir
una secuencia comin de eventos: 1) desarrollo de competencia para
importar DNA, 2) unién del DNA, 3) entrada del DNA y 4)
procesamiento intracelular del DNA dque resultard en 1la
integracién, recombinacién o establecimiento del estado de
plasmido autdnomo. Superficialmente, todos los eventos durante
la transformacidén parecen similares para todas las bacterias, sin
embargo, parece ser que existen diferencias en los mecanismos
finos por 1lo que es muy dificil definir el sistema de
transformacién para una cepa no transformable en este momento.

La competencia natural estd genéticamente determinada, no
obstante, est& controlada por el pH, la fase de crecimiento, 1la
composicién del medio de cultivo y 1la densidad celular en
S.pneumoniae (Chen y Morrison, 1987). Existen algunas proteinas

especificas involucradas en el desarrollo de competencia y parece
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ser que existe un locus de control (Chandler y Morrison, 1987),
identificado en S.sanguis, S.mutans y B.subtilis. Sin embargo,
cada cepa desarrolla competencia bajo ciertas condiciones
fisiolbégicas especiales. Mientras que 1los estreptococos
desarrollan competencia en etapas tempranas del crecimiento,
después de un cambio nutricional, 1las cepas de Bacillus 1la
desarrollan en medios minimos durante la fase estacionaria. En
general parece que existe un complejo de proteinas que unen el
DNA a las células, producen mellas en cadenas sencillas de DNA y
las cadenas complementarias son degradadas. Finalmente, 1los
fragmentos de DNA entran a las células. El mecanismo de transito
de las cadenas sencillas a través de la pared celular y de 1la
membrana no es claro. Se sabe que la cadena sencilla de DNA
puede existir durante algin tiempo en el exterior de la célula
en un complejo DNA-proteina resistente a nucleasas denominado el
complejo de eclipse (Venema, 1979; Smith et al., 1981; Stewart y

Carlson, 1986).

b) Competencia inducida artificialmente

Algunas cepas bacterianas como Escherichia coli, no expresan
competencia natural. Sin embargo, Mandel e Higa observaron en
1970 que E. coli tratada con una solucién de CaCl,, seguida de un
choque calérico a 42C, se vuelve competente para tomar DNA del
bacteridéfago 1lambda. Estos métodos se han perfeccionado
recientemente por la introduccién de medios de cultivo

especiales, tratamiento de las células con sales de rubidio,
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hexamina de cobalto, ditiotreitol o dimetilsulféxido para dar
eficiencias de transformacién de hasta 108 por ug de DNA. No se
conoce el mecanismo por medio del cual E.coli importa el DNA
transformante. Hay evidencia de que el proceso de ingesta es
activo y que el sistema de transporte de la cobalamina (coenzima
de la vitamina B12) puede estar involucrado (Hanahan, 1983).
La transformacién es eficiente con DNA superenrollado, circular
de cadena doble o sencilla, el DNA 1lineal es mucho menos
eficiente. No se requiere de ningGn tipo de homologia en 1la
secuencia de bases. Se han aplicado variaciones de esta técnica
a la transformacidén de varios géneros de bacterias gram
negativas: Alcaligenes, Azotobacter, Citrobacter, Erwinia,
Flavobacterium, Haemophilus, Proteus, Pseudomonas, Salmonella y
Serattia (Saunder et al., 1984). La Gnica bacteria gram positiva
que ha podido ser transformada por esta técnica es Staphylococcus
aureus (Rudin, et al., 1974). Otras sales que han sido utilizadas
para inducir competencia son las de estroncio, bario y magnesio,
principalmente para Salmonella y Pseudomonas (Saunder et al.,
1984). Otro compuesto wutilizado para 1la generacidén de
competencia es el polietilén glicol (PEG). Este método ha sido

utilizado para la transformacidén de Bacteroides fragilis (Smith,

1985), Bacillus brevis (Takahashi et al., 1983), Bacillus
thuringiensis (Heierson, et al., 1987), Clostridium
thermohydrosul furicum (Soutschek-Bouer et al., 1985) y

Streptococcus lactis (Sanders y Nicholson, 1987). E1l mecanismo

exacto de esta transformacién no se ha determinado pero el PEG
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interacciona con las membranas bioldgicas favoreciendo la fusién

de unas con otras.

c) Transformacidén de protoplastos

Durante mucho tiempo se ha considerado a 1la gruesa capa de
peptidoglicano que caracteriza a la pared de las bacterias gram
positivas como una barrera potencial para la ingesta de DNA y asi
se explica la falta de éxito en la transformacién de este tipo
de bacterias, en comparacidén con las gram negativas. Para
eliminar esta barrera se ha propuesto 1la transformacién de
protoplastos. La transfeccidén de protoplastos de Streptomyces y
Bacillus fue reportada hace aproximadamente 20 afos pero no fue
sino hasta 1978 gque se describid® 1la transformacidén de
protoplastos de Streptomyces con DNA de plasmidos.
Procedimientos similares se desarrollaron para B. subtilis y para
S. lactis. Desde entonces se han desarrollado varios protocolos
para adaptar y optimizar las eficiencias de transformacién; sin
embargo, muy pocos organismos han podido ser transformados
mediante esta técnica y siempre con muy bajas eficiencias
(Mercenier y Chassy, 1988). Entre los organismos que pudieron
transformarse estin: Varias cepas de S. lactis, S. faecalis, S.
thermophilus (De Vos, 1987), L. fermentum (Iwata et al., 1986),
L. casei, L. reuteri y L. plantarum (Cocconcelli et al., 1986).
Las eficiencias de transformacidén de lactobacilos fueron
usualmente muy bajas (5 transformantes/ug de DNA) y dificiles de

reproducir. Hasta la fecha no se han podido determinar
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mecanismos precisos de accién en la transformacién de

protoplastos de bacterias gram positivas.

d) Transformacién por electroporacién

Cuando las células vivas son expuestas a campos eléctricos se
presentan cambios fisicos y biolégicos en ellas. Los primeros
que investigaron estos cambios fueron Newmann y Rosenheck, en
1972 y Zimmermann y col. en 1973. Estudiaron los efectos de
pulsos eléctricos en membranas celulares, en sus observaciones
encontraron que las membranas de las células se polarizan cuando
son sometidas a fuerzas de campo eléctrico débiles. Cuando los
cambios en estos campos eléctricos inducen en el potencial de
membrana un valor critico, gue se encuentra entre 200 y 400 nV,
se producen &areas de desorganizacidén 1local reversible y
rompimientos transitorios haciendo 1la membrana permeable a
moléculas y macromoléculas, sea en el sentido de influjo o eflujo
de la célula. Ademds, la permeabilizacién de moléculas pequefias
requiere menor voltaje que el requerido para permeabilizar
macromoléculas (Chassy et al., 1988). Asi mismo, existe
evidencia de que la matriz lipidica es el locus de

permeabilizacién (Teissie y Tsong, 1986) y se ha postulado que

las uniones lipido-proteina son los sitios de
electropermeabilizacién. Ya que se ha postulado la formacidén de
poros en las células eucariotas para explicar los efectos

observados durante su exposicién a campos eléctricos de fuerza

critica, el proceso para introducir macromoléculas tales como DNA
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transformante se conoce como "electroporacidén" o
electropermeabilizacidén". Se han asociado otros eventos con la
exposicién de células a campos eléctricos. Por ejemplo, en E.

coli se produce una sintesis de ATP cuando se le coloca en un
campo eléctrico, debido al establecimiento de un gradiente
electroquimico que estd asociado a la cadena respiratoria. Por
encima de un voltaje critico 1la membrana celular se dafia
irreversiblemente, ya sea por que el estado de desorganizacién de
la membrana es demasiado grande para repararlo o por excesiva
pérdida de material intracelular (Chassy et al., 1988). La
electroporacidén ha sido usada exitosamente para introducir DNA en
una dgran variedad de células eucariotas tanto animales como
vegetales. Esta se 1lleva a cabo con pulsos de algunos
milisegundos de unos cuantos cientos de volts por cm en amplitud.
Estas condiciones proporcionan un gradiente de aproximadante 1 V
a través de células de 10 um de didmetro o mads. Para dar un pulso
de la misma magnitud a una célula bacteriana hipotética de
aprox. 1 um de di&metro, se debe tener un campo de fuerza de
10,000 V/cm por peridédos de 10ms. Tales voltajes no son faciles
de conseguir y hacen las fuentes de poder complejas y costosas.
Actualmente existen algunas marcas de fuentes de poder que han
demostrado tener éxito en la electrotransformacién bacteriana
(Chassy et al., 1988).

En 1la tabla 1, se presentan algunas cepas de Dbacterias
electroporadas hasta 1la fecha. Actualmente se han publicado
otros protocolos de electroporacidn mejorando las eficiencias y

aumentando el nimero de células electroporadas. Como 1las
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técnicas de transformacidén mencionadas con anterioridad, la
electroporacién es, en la actualidad, poco comprendida y todavia
hay que jugar con las condiciones para cada cepa pero sin embargo
ha demostrado tener un mas amplio futuro en la transformacién de

cepas que en algGn momento se les llamdé intransformables.
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Tabla 1. Transformacidn de Bacterias Mediante
Electropermeabilizacién

Organismo

Bacillus antracis
Bacillus cereus
Bacillus subtilis

Bacillus licheniformis
Bacillus thuringiensis
Bordetella pertussis
Brevibacterium lactofermentum

Cambylobacter jejuni
Campylobacter coli
Clostridium perfingens
Corynebacterium glutamicum
Cyanobacteri spp
Enterococcus faecalis

Enterococcus faecium
Erwinia stewartii
Ewinia caratovora
subsp caratovora
Erwinia herbicola
Escherichia coli

Hemophilus pleuropneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Listeria monocytogenes
Lactobacillus spp

Leuconostoc dextranicum
Leuconostoc cremoris
Micobacterium leprae
Mycobacterium smegmatis
Myxococcus xanthus
Pediococcus acidilactici
Propionibacterium jensenii
Pseudomonas putida
Rhizobium melidloti

Salmonella thphimurium
Streptococcus spp

Staphylococcus aureus

Referencia

G. Dunny

Luchansky, et al., 1988

B. Beliveau y J Trevors,

B. Karan-Tamir y M. Zukowski
J.F. Viret

B. Karan-Tamir y M. Zukowski
G. Dunny

J. Miller

J. Flickinger

S. Bonnassi y M. Sicard
Miller, J. et al., 1988
Miller, J. et al., 1988
Allen, S. et al., 1988

H. Wolff y E. Neumann

A. Grossman

Muriana, PM et al., 1988
Luchansky, JB et al., 1989
Fieldler, S y Wirth, R 1988
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Desarrollo de vectores de clonacidén para bacterias l&acticas

Los vectores de clonacidén son vehiculos genéticos que tienen
como caracteristicas principales: Un origen de replicacién
adecuado a su célula hospedera para gque puedan preservarse en
la descendencia, marcadores fenotipicos faciles de
seleccionar como resistencia a antibidéticos o marcadores gque
supriman fenotipos auxotréficos y alguna otra informacién
como promotores de transcripcidén, etc. Estos vehiculos
pueden ser virus, como el lambda o plasmidos.

Generalmente, se construyen tomando fragmentos de DNA
conocidos, que presentan los marcadores genéticos adecuados,
y se fusionan con plésmidos provenientes de 1la célula a
transformar. Cuando los origenes de replicacidédn de la célula
hospedera son muy diferentes de los de E. coli o de B.
subtilis, se le puede adicionar un origen de replicacidén de
alguno de estos géneros para poder amplificar el pléasmido

recien construido.

a) Plasmidos en bacterias léacticas

En algunas BL se han encontrado plasmidos, desde uno hasta
diez diferentes ©por cepa, muchos de ellos permanecen
cripticos pero se sabe gque otros codifican para funciones

importantes para las células, dentro de ellas estan:
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-Utilizacién de azGcares: Lactosa, sacarosa,
galactosa, manosa, xilosa, o citrato.
-Actividad proteédsica

-Resistencia a antibiéticos

-Resistencia a fagos

-Produccién de bacteriocinas

Aunque se han realizado numerosos estudios descriptivos sobre
la cantidad y tamafioc de los pléasmidos, no existe todavia
informacién sobre 1la estabilidad, la compatibilidad, 1la
replicacidén, el nimero de copias y la reparticidén en las
células hijas de éstos. Por ejemplo Chassy en 1985 encuentra
que seis cepas de L. casei presentan diferente nimero de
plasmidos y que entre ellos no existe homologia DNA-DNA.
Asimismo, Damiani et al., . (1987), obtienen 1la secuencia
nucleotidica de plasmidos de L. acidophilus y L. plantarum
respectivamente. Estos plasmidos presentan un origen de
replicacién que tiene cierto grado de homologia con el del

factor sexual F.

Los vectores de clonacidén eficientes deben presentar las

siguientes caracteristicas (Chassy et al., 1988):

--Estabilidad (conformacional y segregacional)
--Marcadores faciles de seleccionar
--NGmero adecuado de copias

--Intervalo amplio de huéspedes (broad host range)
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Aunque todavia existe falta de informacién sobre la
biologia plasmidica basica necesaria para la construccién de
vectores de clonacidén perfectamente adaptados a las bacterias
lacticas, se han realizado ya algunos intentos de
construirlos a partir de algunos plasmidos cripticos
provenientes de ellas. Esta informacién estd recopilada en la

tabla 2.



Tabla 2.

20

Vectores de clonacidn adaptados a bacterias l&acticas

tamafo
(kpb)

Caracteristicas

PGKV1

PGKV11

pSA3

pNZ12

pLZ12

pLP825

familia
pPIL

Plasmido criﬁtico de S. cremo-
ris Wg2 + Cm™ (de PC194 S. au-
reus) + EnR (de pE194 S. aure-
us), estable en B.subtilis, E.
coli y en varias cepas de BL.

pwVoO1l

EmR (pE194 cop6) + cat sin
promotor + promotor del fago
SpO2 de B. subtilis

pGKV1l + sitio de clonage mul-
tiple. Se puede utilizar para
la seleccidén de secuencias re-
gulatorias y clonage de genes
en B.subtilis, S.lactis y otras
BL.

pAcyYiss (cmR, TcR, E.coli)
pGB305 (EnR®, S.sanguis)
estable en E.coli, B.subtilis,
streptococci y lactobacilli(?)

replicédn de pSH71 (S.lactis)

Van der
Vossen
et al.
(1985)

Van der
Vossen
et al.
(1985)

Dao y Fer
reti
1985)

De Vos

pCl94 (CAT), pUB110 (KmR, S.aureus) (1986)

estable en E.coli,
cocos y L.caseil.

estrepto

PNZ12 + sitio de clonage mul-
tiple en Km

plasmido criptico de L.planta-
rum +pHV6O0 (ApR, CmR, Tc,R)

pHV1301 (derivado de pAMB1
S.lactis EmR)

Estable en alto o bajo nilimero
de copias en S.lactis, pueden
mantener la clonacién de frag-
mentos grandes de DNA.

De Vos
(1986)

Leer
(1989)

Simon y
Chopin
(1988)

D > - —— - ———— A T ———— ———— —————— —— A~ ———————— -~ —— T —— Y —————— - ———
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Clonacidn y expresidén de genes heterdlogos en las bacterias

lacticas.

Pocos son los genes heterdlogos que se han podido clonar en
las BL excepto por un nimero de marcadores de resistencia a
antibiéticos usados en diferentes vehiculos de clonacidén (De
Vos, 1987). Entre los genes heterdlogos gue se han podido
clonar en BL se encuentran: El gen de la proquimosina bovina
(Simons, et al., 1989); el gen de lisozima de clara de huevo
en Lactococcus lactis spp. lactis, (Van de Guchte et al.
1989); el plasmido pEl194 de Staphylococcus aureus, integrado
y amplificado en el cromosoma de Lc. lactis spp. lactis
(Chopin, et al., 1989); el gen de endoglucanasa de
Clostridium thermocellum en Lactobacillus plantarum (Bates et
al. 1989); genes de alfa-amilasa Yy endoglucanasa en
Lactobacillus plantarum, los cuales fueron inestables cuando
se encontraban como parte de un plasmido por lo que fueron,
posteriormente, integrados en el cromosoma (Sheirlinck et al.
1989); genes de celulasa y xilanasa de varias cepas de
Clostridum en L. plantarum (Sheirlinck et al. 1990); el gen
de lipasa de Staphylococcus hycus en Lactobacillus curvatus
Lc2C (Vogel et al. 1990); el gen de endoglucanasa de Bacillus
subtilis en Lactobacillus acidophilus (Baik y Pack, 1990); y
el gen de alfa-amilasa de Bacillus stearothermophilus en
varias cepas de Lactobacillus (Cocconcelli et al., 1991).

Esta falta de resultados positivos es de particular interés
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ya que indica que hacen falta estudios sobre la expresidn

genética tanto de genes heterélogos en bacterias l&acticas.
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Justificacién

México posee una insuficiente produccién de leche y necesita
de su importacidn. La leche y sus derivados fermentados
son, entonces, productos costosos y poco accesibles a una
parte importante de 1la poblacién y, sobre todo, a la
infantil. Una alternativa a la produccién lechera deficiente
es la fabricacidn de alimentos provenientes de fermentaciones
lacticas a partir de productos disponibles en grandes
cantidades en el pais, como 1los productos amildceos, por
ejemplo, las fermentaciones tradicionales del maiz ("pozol",
"sancho", "atole agrio"), originarias de las épocas
prehispdnicas, que se continuan utilizando actualmente en
muchas regiones rurales para conservar los alimentos
derivados de estos granos. Sin embargo, estas
fermentaciones tradicionales no han podido ser
industrializadas por su alta variabilidad y la lentitud del
proceso. Por lo que resulta interesante estudiar, en todos
los niveles, a las bacterias responsables de la fermentacidn
lactica de productos amildceos tales como el maiz, la soya y
el arroz.

Con esta base, nuestro proyecto propone la construccidén, por
medio de la tecnologia del DNA recombinante, de una bacteria
lactica amilolitica eficiente y estable que pueda ser
utilizada en 1la produccién de suceddneos de leche Yy
derivados, y en la conservacién de alimentos tales como

embutidos adicionados con almidén.
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Objetivo general

Incorporar la capacidad amilolitica a cepas de bacterias
homol&acticas mediante la construccién de vectores que
contengan el gen de alfa-amilasa para que puedan ser
utilizadas en fermentaciones alimentarias a nivel

industrial utilizando almidén como fuente de carbono.

Objetivos especificos

1. Caracterizacidén de 7 cepas de BL:
1.1. Determinar la posible produccidén de alfa-amilasa

(actividad amilolitica).

2. Construccién, a partir de los plasmidos "lanzadera"
previamente reportados pLZl12 (De Vos, 1986) y el pGKV1l (Van
der Vossen, et al., 1985), y el gene de alfa-amilasa clonado
de Bacillus licheniformis en el plasmido pJ07 (Joyet, 1984)
de un pléasmido hibrido que pueda replicarse en BL y due le

confiera la capacidad de sintetizar alfa-amilasa.

3. Transformacidén de 1las BL por electroporacién (Chassy Yy
Flickinger, 1987; Aukrust y Nes, 1988; Somkuty y Steinberg,

1988) .
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Materiales y métodos

Se wutilizaron siete cepas de bacterias 1léacticas, seis
provenientes de la American Type Culture Collection (ATCC)
(12301 Parklawn Drive. rockville, Mariland 20852 USA), y una
amablemente proporcionada por el Dr. Bruce Chassy de 1la
Universidad Estatal de Ilinois en Champan-Urbana, éstas se
enlistan en la Tabla 3. Las cepas se conservaron en cultivos
de toda la noche en medio de cultivo de leche descremada al
10% y se resembraron en Medio de Acarreo para Lactobacilos
(LCM), (Efthymiou y Hansen, 1962), antes de hacer cualquier
técnica.

Las determinacidénes de actividad amilolitica se realizaron en
placas de LCM, para las bacterias lé&cticas o medio Luria-
Bertani (Maniatis et al., 1982), para E. coli, ambos con 0.5-
1% de almidén soluble y se determinaron halos de hidrélisis

de almiddén adicionando una solucidén de yodo de Lugol.

Tabla 3. Bacterias lacticas utilizadas en éste trabajo.

Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 11454
Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 11007
Lactobacillus casei ATCC 393
Lactobacillus plantarum ATCC 8014
Lactobacillus delbruekii subsp.

delbruekii ATCC 9649
Streptococcus salivarius subsp. ‘
thermophilus ATCC 19258

Lactobacillus casei 393 (pLZ15, lac™ = 102 S)

- ——— — ———— T —— T ——————— T —— ——- W T ——— — —— Y —— ———— ————— — ——— — — . ——— — —— - —
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La obtencién de los plasmidos de Escherichia coli se 1llevd a
cabo mediante la técnica de lisis alcalina (Maniatis et al.,
1982), mientras que la de los plasmidos silvestres de
bacterias lacticas se realizd mediante la técnica descrita
por Chassy y Guiffrida (1980), modificada en el laboratorio y
que se describen brevemente a continuacién.

Para la 1lisis alcalina, las células se crecieron toda 1la
noche, se cosecharon y lavaron con amortiguador salino (STE).
Se resuspendieron en 20ml de una solucidén amortiguadora de
Tris 25mM, EDTA 50mM para evitar la accién de las nucleasas
por el secuestro de Mg+2, y con 5mg/ml de lisozima para
digerir la pared celular bacteriana y se incubdé durante 5
minutos a OC. Se le adicionaron 40ml de una solucidén de
hidréxido de sodio 2% y dodecil sulfato de sodio (SDS) al 1%,
para 1llevar a cabo la lisis alcalina y se dejdé reposar
durante 10 mintos. Para neutralizar 1la suspensidén se 1le
agregaron 30ml de una solucidén de acetato de potasio 5M pH 8.
Esta solucidn provoca la precipitacidén de las proteinas y del
SDS, permaneciendo en solucién los &cidos nucléicos. Estos
Gatlimos se precipitan adicionando 50ml de isopropanol, dgue
favorece 1la precipitacién de material genético plasmidico.
Por Gltimo, se purifica el DNA plasmidico del RNA mediante
RNasa y se realiza una desproteinizacién fina mediante
extracciones con fenol y cloroformo. El1 material preparadado
mediante esta técnica fue sensible al corte con enzimas de
restriccidén y pudo ser usado para transformaciones tanto por

el sistema tradicional como por electropermeabilizacién.
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La preparacién de plésmidos de BL presenta diferencias con la
de E. coli. Estas consisten en que, para 1las BL, es
necesaria la formacidén inicial de protoplastos, en virtud de
que presentan una pared bacteriana muy gruesa dgue impide
romperlas facilmente por 1lo gque después de cosecharlas vy
lavarlas con STE, se resuspendid el botdédn en 1/40 del volumen
original del medio de cultivo en amortiguador de Tris 20mM.
Se le agregd 1/20 del volumen original de una solucidén de
polietilén glicol de peso molecular 20,000 al 24% y se le
agregd lisozima hasta alcanzar una concentracién de 20ug/ml.
Se incubd en esta solucién una hora a 0C al cabo de los que
se centrifugd y decantd la solucidén de PEG-~lisozima teniendo
cuidado de eliminar la mayor parte de esta solucidén pués
interfiere con 1la precipitacién posterior de 1los A&acidos
nucléicos. El botdn de esferoplastos se resuspendid en 1/10
del volumen original de solucién amortiguadora de Tris 25mM y
EDTA 50mM y se siguidé la técnica de 1lisis alcalina de E.
coli.

Las construcciones de los nuevos pladsmidos se llevaron a cabo
mediante las técnicas de clonacidn descritas en Maniatis et
al. (1982), wutilizando como materias primas 1los plasmidos
pLZ212 (De Vos, 1986), y el pGKV1ll (Van der Vossen, et al.,
1985) y el gen de alfa-amilasa de Bacillus licheniformis,
clonado previamente en el plasmido pJ07 (Joyet, 1984) y
reclonado en el laboratorio en el plasmido pUC9, llamado
pUCanmy. Las estrategias de clonacién se muestran el las

figuras 1 y 2, respectivamente. La primera estrategia se
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basa en que el gen de alfa-amilasa de B. licheniformis se
encuentra flanqueado por los sitios de reconocimiento de las
enzimas de restriccién (ER) Bam H1l y Eco RI, gquedando
comprendido el gen completo incluyendo su regién regulatoria.
Por otro lado, el vector de clonacién pLZ12 presenta una
pequefia regidén de policlonacidén que presenta un sitio para
cada una de las ER EcoRI y BglI; este Gltimo genera un sitio
compatible de unién con un corte de la ER Bam HI. Al unirse
los sitios generados por 1las ER anteriores, se pierde el
sitio de reconocimiento para ambas enzimas, guedando
solamente un sitio para la enzima Sau 3A. El pléasmido
resultante presenta el gen alfa-amilasa junto con su regién
reguladora, una regidén que proporciona resistencia a
cloranfenicol y tiene un tamafio de 6.9 kilopares de bases
(kpb) .

La segunda estrategia aprovecha el hecho de que este gen de
alfa-amilasa presenta un sitio Nde I justo en la regidn de
inicio de traduccién por 1lo que se decidid colocarlo en el
vector de clonacién pGKV1ll dque cuenta con una regidén de
policlonacidén colocada en seguida del promotor de Bacillus
subtilis SPO2 (Williams, 1981), y que ha probado ser activo
en estreptococos (van der Vossen 1985). Para esto, el gen de
alfa amilasa se cortd con la ER Nde I y, posteriormente, se
tratd con exonucleasa 5’ de garbanzo (Mung Bean) para generar
un extremo romo. En seguida se cortd el fragmento con Hind
IIT y se incertd en el plasmido pGKV1il cortado con las ER

Smal, que genera un extremo romo y Hind III con lo cual se
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obtiene una "insercién dirigida" en el vector de clonacifn,
que tiene el promotor de transcripcién SPO2 al inicio del gen
de alfa-amilasa. El1 plasmido resultante presenta una regién
gue le proporciona resistencia a eritromicina, el gen de
alfa-amilasa sin su regidén regulatoria pero dirigida su
transcripcidén por el promotor SPO2 y un tamafo de 7.9kpb.

La electroporacién de bacterias lacticas se realizdé mediante
la técnica descrita por Chassy y Flickinger 1987 y las de E.
coli por la descrita en el manual de usuario del
electroporador Gen Pulser de Biorad. Brevemente, las células
de E. coli se crecieron en LB con agitacién o, en el caso de
las BL, en LCM hasta alcanzar una densidad o6ptica de 0.6-1.
Las células se cosecharon por centrifugacidén y se lavaron con
el mismo volumen de una solucidén amortiguadora de HEPES 1mM,
cloruro de magnesio 1imM Yy sacarosa 300mM (MEP) .
Posteriormente se lavaron cuatro veces mds con 1 ml de MEP.
Por dltimo se resuspendieron en 400ul de MEP. Se colocaron
50 ul de la suspensién celular en celdas para electroporacién
y se les agregd, justo antes de electroporar, lul de solucién
de DNA plasmidico con una concentracién de 1lug/ul. Se les
didé un pulso de electroporacidn diferente segln la cepa al
cabo de la que se les agregd 450ul de medio de cultivo. Se
incub® durante 1 hora y se sembrd en cajas con medio de
cultivo adecuado y con el antibidtico correspondiente.

Todas las técnicas se describen méds ampliamente en el Anexo

1.
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Resultados y Discusién

Las 7 cepas de BL se hicieron crecer en LCM con 1% de almidén
encontrandose que ninguna presentd crecimiento significativo
después de 4 dias de cultivo a 37cC. Tampoco presentaron
halos de hidrdélisis del almiddédn por lo dgque se concluye que
ninguna de las cepas presenta actividad amilolitica.

Las condiciones de electroporacidén para las cepas de
bacterias lacticas que se utilizaron en el presente estudio
no fueron encontradas en la literatura, por lo que se
procedid a determinarlas haciendo un barrido del voltaje y la
resistencia en paralelo necesarias para la electroporaciédn.
Las condiciones de electroporacidn encontradas para las cepas
de BL se encuentran en la Tabla 4. En ella podemos observar
que varian entre 6 y 10Kv/cm para L. plantarum y Lc. lactis,
respectivamente; 100 o 200 ohms de resistencia en paralelo y
como medio de cultivo LCM normal o adicionado con 1% de
glicina; esta Gltima, con el fin de modificar los enlaces
cruzados del peptidoglicano de la pared celular bacteriana y
hacerla mds sensible a la electroporacidn; para el mismo fin,
se pueden usar L-treonina o L-lisina (Chassy et al., 1988).
En este caso la glicina demostrd ser efectiva en L.
plantarum, Lc. lactis 11454 y 11007 y S. salivarius subsp.
thermophillus. Con esas condiciones se obtuvieron entre 20 y
165 transformantes por ug de DNA, teniendo como control
positivo a la cepa de Lactobacillus casei 102S con la que se

obtuvieron aproximadamente 10% transformantes por ug de DNA.
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Los resultados con todas las cepas son bajos; sin embargo, el
control positivo se encuentra en el intervalo reportado
previamente (Chassy, 1987), ademés los valores de
transformacién para algunas cepas de BL son muy bajos también
(Chassy et al., 1988). Esta eficiencia de transformacién,
aunque baja, fue considerada suficiente para probar 1la
transformacidén de las cepas con las nuevas construcciones.

La construccién del pléasmido pLZl2-amy a partir del vector de
clonacién pLZ12 (De Vos, 1986), de 3.75kpb y el gen de alfa-
amilasa, de 3.2Kkpb, clonado de Bacillus licheniformis en el
plasmido pJ07 (Joyet, 1984), se llevd a cabo obteniéndose un
pldasmido de 6.92 kilopares de bases. Este plasmido fue
amplificado en E. coli para obtener una mayor cantidad de
DNA, en esta cepa se obtuvo una actividad amilolitica fuerte
que se muestra en la figura 3. En la Figura 4 se muestra un
electroferograma de este plasmido junto con su patrdén de
restriccidn. Se puede observar que el plasmido linearizado
con las ER Eco RI (carril 1) y Hind III (carril 2),
corresponde aproximadamente a 6.8kpb comparado con el
marcador de peso molecular (carril 8) y, ademas, la suma de
los tamafios aparentes de los fragmentos de las digestiones
dobles (carril 3 y 4) es el mismo. En el caso de 1la
digestién Eco RI + Hind III (carril 3), el plasmido presenta
2 fragmentos yva que s6lo se encuentra un sitio para cada una
de estas ER. En el caso de la digestidén con Pst I, se generan
2 fragmentos y con Nco I sdélamente 1 por lo que al digerir

con ambas, se generan 3 fragmentos ya que el vector de



Figura 3. Escherichia coli MC1061 transformada con el
plasmido pLZl2-amy crecida en cajas con medio de cultivo
Luria Bertani mé&s almidén y revelados los halos de hidrdlisis
mediante yodo de Lugol.



Figura 4. Electroferograma que muestra el patrdn de
restriccién de pLZl2-amy, cortado en digestiones sencillas y
dobles.

1. pLZl2-amy/Eco RI, 2. pLZl2-amy/Hind III, 3. pLZl2-amy/Eco
RI + Hind III, 4. pLZl2-amy/Pst I +Nco I, 5. pLZl2-amy/Pst T,
6. pLZl12-amy/Nco I, 7. pLZl2-amy control, 8. Lambda/Hind III.



Figura 5. Electroferogramma que muestra el patrén de
restriccién de los plasmidos obtenidos de bacterias lacticas
después de haberlas transformado con pLZl1l2-amy.

1. L. casel 4646/Pst I, 2. L. casei 4646/Hind III, 3. L.
casei 4646/Pst I + Hind III, 4. Lc. lactis 11007/Hind III,
5. Lc. lactis 11007/Hind III, 6. Lc. lactis 11007/Hind III +
Pst I, 7. L. casei 102S/pPst I, 8. L. casei 102S/Hind III, 9.
L. casei 102S/Hind III + Pst I, 10. pLZl2-amy/Hind III, 11.
pLZ12-amy/Hind III + Pst I, 12. Lambda/Hind III, 13. pLZ12-
amy/Pst I, 14. Lambda/Eco RI + Hind III, 15. pGEM/Eco RI +
Hind III.
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clonacién presenta un sitio de reconocimiento para la ER Pstl
y uno para Nco I y el gen de alfa-amilasa presenta otro sitio
para Pst I.

Al transformar con el pLZl2-amy a las BL se encontrd dgue
sblamente se transformaron las cepas L. casei 102S, L.
thermophilus 19258, Lc. lactis 11007 y L. casel 4646,
seleccionadas por su resistencia a cloranfenicol. Sin
embargo, no se encontrd ninguna clona amilasa positiva. Se
obtuvieron plamsidos de las cepas 4646, 11007 y 102S y se
cortaron con las enzimas de restriccién Hind III y Pst I
tanto por separado como conjuntamente y el electroferograma
obtenido se muestra en la figura 5. En éste se puede observar
gque los plasmidos que se encontraron no corresponden al peso
molecular del pLZ12 ni a pLZl2-amy, Y sSe dgeneran varios
fragmentos ninguno de los cuales presenta un tamafio similar
a los producidos a partir de plLZl2-amy obtenido de E. coli,
estos resultados parecen indicar que dicha construccidén
presenta inestabilidad conformacional dentro de las BL de 1la
misma forma como ya se ha descrito para Streptomyces lividans
(Kiese, et al., 1982), y para Bacillus subtilis (Alonso y
Trautner, 1985), en donde se han documentado deleciones tanto
pequeifias como extensas. Para B. subtilis, ademds, se han
realizado estudios en los que se demuestra que plasmidos que
contienen insertos homdélogos o heterdélogos de DNA se heredan
de una manera inestable aun en cepas Rec” (Han y Dubnau,
1985) . No obstante lo anterior, para descartar que las BL

transformadas recibieron el plasmido y, sin embargo, sbélo
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expresaron la resistencia al cloranfenicol pero no habian
podido expresar la actividad amilolitica, se transformdé E.
coli MC1061 con el supuesto pLZl2-amy obtenido de las BL, no
encontrandose ninguna clona que expresara actividad
amilolitica, aunque sl1 se encontraron algunas transformantes
con resitencia al cloranfenicol.

La segunda construccién, el plasmido pGKVll-amy, no pudo ser
amplificada en E. coli ya que tiene un origen de replicacidn
especifico de B. subtilis (Van der Vossen et al., 1985) pero
tampoco pudo ser amplificado en Bacillus pues, una Vvez
adicionado el gen de alfa-amilasa de B. licheniformis, éste
presenta una regién de homologia alta con el cromosoma de la
cepa receptora y, como se menciond anteriormente, esto puede
ocasionar recombinaciones y pérdidas de la zona de homologia.
Ademas, estas posibles recombinantes no son faciles de
identificar de las no recombinantes ya que presentarian el
mismo fenotipo de resitencia a cloranfenicol y amilasa
positivas. Por estas razones, se tratd® de clonar el nuevo
plasmido pGKVlil-amy directamente en las cepas de bacterias
lacticas encontrandose clonas amilasa positivas solamente en
las cepas 1028 vy 19258. Aunque no se cuantificé
especificamente, estas cepas amilasa positivas crecen mas
lentamente que las mismas cepas sin plésmido o con el
plasmido original, es decir, sin el gen de alfa-amilasa
insertado. Esta gran diferencia en 1la velocidad de
crecimiento parece indicar que el vector recién clonado méas

el gen de alfa-amilasa son un carga fisioldgica muy pesada
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para la célula. Este proceso de disminucidén de la velocidad
de crecimiento de las células que tienen un plésmido activo
dentro de ellas es uno de los problemas que se han presentado
dentro de la produccién de proteinas industriales por medio
de ingenieria genética y ha sido abordado desde diferentes
puntos de vista por otros autores, ya sea disefiando
estrategias para controlar el alto nimero de copias de
pladsmido por célula (Seo y Bailey, 1985; Ryan y Parulekar,
1991), o el momento y la fuerza con que se expresa el gen
clonado en la cepa (Betenbaugh y Beaty 1988), ya que en esta
construccién se le quitd la regidn reguladora al gen de alfa-
amilasa de B. licheniformis y se remplazdé con el promotor
SPO2 de B. subtilis que ha demostrado ser un promotor fuerte

y constitutivo en BL (Van der Vossen et al., 1985).
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Conclusiones
126937

Se lograron determinar las condiciones de electroporacidén de
5 cepas de BL obteniéndose frecuencias bajas de
transformacién que oscilan entre 20 y 165 transformantes por
ug de DNA plasmidico.

Se lograron construir los dos plasmidos propuestos en los
objetivos. El pLZ12-amy se amplificé en E. coli,
caracterizidndose su mapa de restriccidén y demostrandose que
la construccién es correcta. Esta nueva construccidén se
utilizé para transformar varias cepas de BL lograndose
transformar L. casei 1028, L. thermophilus 19258, Lc.
lactis 11007 y L. casei 4646, determinado lo anterior por la
resistencia que presentaron a cloramfenicol. Se obtuvo DNA
de las cepas 4646, 11007 y 102 S y se demostrd que los
plasmidos obtenidos no eran similares a los que se obtienen
de E. coli y que presentan un tamafio de 6.8 kpb.

La construccién del plasmido pGKV1ll se comprobd sdélamente por
la transformacidén del material en BL ya que no fue posible
amplificarlo en B. subtilis. Las BL que fueron transformadas
con este plasmido fueron L. casel 102S y Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus 19258 que  presentaron
resistencia a eritromicina y una actividad amilolitica débil.
Una caracteristica de estas transformantes es que crecen
lento, en comparacién con las cepas sin plasmido o las que
contienen el ©pléasmido PpGKV1l. Esta disminucién en la

velocidad de crecimiento puede deberse a una sobrecarga
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metabdlica de la célula al incorporarsele un promotor fuerte

y constitutivo.

Direccion futura de la investigaciodn

El trabajo presentado abre mas preguntas de las que responde.
En primer 1lugar, la baja tasa de transformacidén por
electroporacién hizo dificil encontrar suficientes
transformantes para analizar mas a fondo 1los tipos de
deleciones sufridas por el plasmido pLZl2-amy por lo que se
tienen que buscar mejores condiciones de electroporacién
para encontrar mds transformantes y ©poder analizarlos
convenientemente. Con el fin de amplificar y, posteriormente,
analizar al plasmido pGKVll-amy, es necesario obtener una
cepa de Bacillus subtilis no amilolitica, pues parece ser
gque el nimero de copias gque logra alcanzar dentro de BL es

muy bajo.
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Anexo. 1. Técnicas utilizadas en la presente tesis.

Preparacidén de plasmidos sin gradiente de cloruro de cesio

1. La técnica es para 250ml de medio de cultivo ya
sea crecido toda la noche o amplificado.

2. Centrifugar 10 minutos a 7,000rpm en rotor GSA.
Lavar 1 6 2 veces con STE.

3. Resuspender en 20 ml de Tris-HCl 25mM pH 8 y EDTA
50mM. Si las células presentan dificultad para lisarse
agregar lisozima a una concentracién final de 5-20mg/ml e
incubar entre 10 y 30 minutos en hielo.

4. Adicionar 40ml de NaOH 0.2M - SDS 1%. Agitar por
inversién. Incubar en hielo 10 minutos. En este momento el
lisado se vuelve viscoso y claro.

5. Agregar 30ml de Acetato de potasio 5M (Acetato de

potasio 3M y &cido acético 2M pH 8). Mezclar por inversién.
Incubar en hielo 5 minutos.

6. Centrifugar 15 minutos a 10,000rpm, colectar el
sobrenadante en una botella de centrifuga de 250ml.

7. Agregar 0.6 vol de Isopropanol (aprox. 50ml).
Incubar a temperatura ambiente 2 minutos. Centrifugar 15
minutos a 10,000rpm. Descartar el sobrenadante.

8. Disolver en 5ml de TE 8 y agregar 2.5ml de
acetato de amonio 7.5 M. Incubar en hielo 20 minutos.
Pasar a un tubo de centrifuga de 40 ml.

9. Centrifugar 15 minutos a 10,000rpm. Pasar el
sobrenadante a un tubo nuevo y agregar 2 vol (aprox. 15 ml)
de etanol absoluto. Mezclar e incubar 2 minutos a
temperatura ambiente. Centrifugar 15 min a 10,000rpm.

10. Disolver el botén en 750 ul de TE 8, adicionar

15ul de RNasa A 1lmg/ml (20ug/ml final) e incubar 1 hr a 65%C
11.Extraer con fenol-cloroformo tres veces. Adicionar
1/10 de vol de acetato de sodio 3M.

12. Precipitar con 2 volimenes de etanol absoluto,
incubar 2 minutos y centrifugar 10 minutos a 10,000rpm a
4%C. Lavar con etanol al 70%.

13. Disolver en 1 ml de TE8. ©Para cuantificar
espectrofotométricamente diluir 1 --> 100.
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Defosforilacién de extremos 5’ de DNA con fosfatasa alcalina
de intestino de ternera (CIP).

1. Digerir el DNA (19-20ug) con 2 & 3 veces exceso de

la enzima de restriccidén deseada. Tomar wuna alicuota
(aprox. 0.3 ug) , y analizar el grado de digestidn por
electroforesis (EF), en gel de agarosa al 0.8%. Si 1la

digestién es incompleta, adicionar m&s enzima y continuar
hasta lograr la hidrélisis total.

2. Cuando 1la digestidén es completa, extraer 1la
muestra con fenol-cloroformo y precipitar con 2
volGmenes de etanol, incubando por 5 min. a 0%C. Recobrar
el DNA por centrifugacién a 12,000rpm por 10 min. a 4%C en
una microfuga. Redisolverlo en 90ul de Tris-Cl 10mM pH 8.3).
Remover una alicuota del DNA (200ng) y guardarlo a -20%C.

3. Agregar al DNA que gueda, 10ul de
amortiguador para desfosforilacién 10X y una cantidad
apropiada de forsforilasa de intestino de ternera (CIP) e
incubar como sigue:

Para:
Extremos cohesivos.- 1 unidad/100 pmoles de DNA 30
min. a 37%C.
Extremos razos.- 1 unidad/2pmoles de DNA 15 min a

37%C. Luego adicionar otra alicuota de CIP e incubar 45 min
mas a 55%C.

4. Adicionar SDS y EDTA (pH8), a una concentracién
final de 0.5% vy 5mM respectivamente. Mezclar bien vy
adicionar proteinasa K a una concentracién final de

100ug/ml. Incubar 30 min a 56 %C.

5. Enfriar a temperatura ambiente lentamente vy
extraer con fenol, fenol-cloroformo, cloroformo y éter.
Agregar 1/10 del vol de Acetato de Sodio 5M (pH7) y 2.5
volamenes de Etanol absoluto. Lavar con etanol al 70%.
Secar al vacio y redisolver el DNA precipitado en TE a una
concentracidén final de 100ug/ml. Guardar en alicuotas a
-20%cC.

NOTAS.

A. Utilizar acetato de sodio 3M pH7, pues el EDTA
puede precipitarse a pH mas &acido.

B. Al preparar vectores para clonacidén direccional,
evitar el uso de sitios de restriccién que estén directamente
adyacentes uno del otro en un sitio de policlonacién.
Después que uno de estos sitios ha sido cortado, el segundo
sitio puede estar colocado a sd8lo unas pocas bases del
final de la molécula de DNA lineal. Esto es muy cerca para
permitir un rompimiento eficiente para muchas enzimas de
restriccién. Es importante asegurarse gue ambas enzimas
de restriccidén han digerido el vector completamente. Esto
se pude hacer de la siguiente manera:



45

Digerir el vector con una de las 2 enzimas de
restriccién. Cuando se usen enzimas que trabajan Sptimamente

en amortiguadores de diferente fuerza idnica, usar el
amortiguador de menor fuerza idénica primero. Al final de
la digestidn, revisar una alicuota del DNA en EF en gel. Si

todo el DNA plasmidico ha sido convertido de su forma
circular a la lineal, ajustar la concentracidédn de sal
apropiadamente y adicionar 1la segunda enzima. Al mismo
tiempo cologuar una reaccidn piloto separada que contenga el
plédsmido «circular y sélo la segunda de 1las 2 enzimas
de restriccién. Cuando todo el DNA en la reaccidén piloto
se ha convertido a su forma lineal (determinado por EF),
purifiguar el segmento grande del DNA plasmidico por EF y
elctroelucidn.

Ligacidén de prueba y transformacién.

La mejor manera de saber cuando una defosforilacién
ha tenido éxito, es hacer una serie de ligaciones de prueba
y transformaciones como sigue:

1. Cologuar las siguientes ligaciones:
Ligacién A.- 200ng de plasmido defosforilado.
Ligacién B.- 200ng de plasmido defosforilado +
200ng del fragmento de DNA extrafio que tenga extremos
compatibles y fosforilados.
Ligacidén C. 200ng de pléasmido linearizado no
tratado con CIP.
2. A cada ligacidén de prueba agregar

Amortiguador de ligacidén 10X 1ul
ATP 10mM lul
H,0 10ul

3. Adicionar 0.5 unidades Weiss de ligasa de DNA de

fago T4 a cada ligaciédn.
4, Transformar células competentes de E.coli con
0.0, 0.01, 0.1 y 1.0 ul de cada una de las ligaciones. Como
control positivo, transformar E.coli con una solucidén
estandar que contenga una cantidad conocida de plasmido
circular cerrado. Plaquear 1, 10 y 50ul de cada mezcla
de transformacién en placas con el antibiético
adecuado. Después de incubar a 37%C duante 16 hrs,
cuentar el nimero de colonias en cada placa. La
desfosforilacién debe reducir la eficiencia de transformacién
al menos en un factor de 50 (ligacidén A vs 1lig. Q). La
ligacién de DNA &extrafio a un DNA plasmidico 1lineal
defosforilado debe incrementar la frecuencia de
transformacién por un factor de al menos 5 (ligacidén B vs A).

NOTA.

Es indispensable incluir dos controles en cada
transformacién.
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--Una reaccidn de transformacidén falsa en que no
se recibe ningdn DNA (Control negativo).

--Una transformacidn en que se recibe una cantidad
concida de DNA plasmidico circular covalentemente cerrado
(control positivo).
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Obtencién de plasmidos de bacterias lacticas.

1. Empezar con un cultivo estdtico de 16-18 horas inoculado
de un precultivo fresco en LCM.

2. Leer la absorbancia (A) 600nm (usualmente en una dilucidén
1/10)

3. Cosechar por centrifugacién y lavar con amortiguador T.

4. Resuspender completamente el botdn en amortiguador T (1/40
del volumen original)

5. Adicionar PEG (1/20 del volumen del cultivo original) y
mezclar bien.

6. Adicionar lisozima disuelta en T (calcular la cantidad de
lisozima que darad 100ug para cada unidad de A-600 del cultivo
original).

7. Incubar a 37%C por 20-60 minutos segGn la cepa.

8. Cosechar por centrifugacién a 5,000rpm por 5 min. Decantar
Yy remover toda la solucidén de PEG con papel absorbente pues
interfiere con la precipitacién del DNA. Los esferoplastos
frecuentemente se aglutinan y son dificiles de resuspender,
esto es un buen signo.

9. Resuspender completamente el botdn celular en 0.1 del
volumen de cultivo original de TE 25-50 pH 8.

10. Seguir con la técnica de lisis de E. coli en el punto 3
adecuando los volGmenes a la cantidad de medio de cultivo del
cual se empezd la presente técnica.

Soluciones
T - 0.02M Tris-HCl, pH 8.2
PEG - Polietilen glicol 20M (carbowax 20,000) 24%
TE - Tris-HCl1l 10mM pH 8.0 - EDTA 1mM

TE 25-50 Tris-HC1l 25mM pH 8.0 - EDTA 50mM
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Medio de ILuria-Bertani (LB)

g/l
Triptona .....cc0cveenn 10
Extracto de levadura... 5
NaCl....oieeaeoeceenonnan 10
Agua destilada..... cbp 11

g/l
Tripticasa...cveeeuen.. 10
Extracto de levadura... 5
Triptosa....ceceeveeenn 3
KoHPO, v it toveeensooonnocses 3

4 - .

Kﬁ PO4 ................. 3
Citrato de amonio...... 2
Tween 80....cccvencecocs 1
Acetato de sodio........ 1
Cisteina......coeeueen.. 0.2
Solucién salina......... 5ml
Agua destilada..... cbp 1000ml

Solucidén salina para LCM
MGSO, H,O0...cc .. s e e 14.5
FeSO4 7 2O .............. 4.68
MnSO4 2H5O0 . it vttt v v e en e 2.4
agua destilada...... cbp 100ml

Al LCM base se le tienen que agregar como fuente carbonada
azGcares a una concentracién de 20g/1 de medio a partir de
soluciones concentradas esterilizadas de manera
independiente. Para usarlo con almiddén, éste se adiciona al
1% antes de esterilizar.

Solucidén amortiguadora Tris-~EDTA-Salino

Tris-HC1l pH7.5 i1o0mM
NacCl 10mM
EDTA 1mM

Solucidén amortiguadora para electroforesis TAE
(50X)



Tris base

Acido acético glacial
EDTA 2H20
pPH

La solucidén de trabajo es 1.0-0.5X

242 g
57.1ml
37.2g
8.5

49
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Electroporacidn bacteriana

Para E.coli:

1. Partir de un precultivo fresco.

2. Inocular 10 ml de LB con 1 ml del precultivo y crecer las
células hasta una densidad Sptica a 600nm de 0.75-1.0.

3. Cosechar en centrifuga clinica y lavar con 10 ml de medio
de electroporacidén (MEP). _

4. Resuspender en 1 ml de MEP y lavar 4 veces més en
microfuga centrifugando cada vez a 10,000rpm durante 30-40
segundos.

5. Resuspender en 200ul de MEP si se crecidé en cultivo
estdtico y en 1ml si se agité.

6. Colocar 50ul de la suspensidén celular lavada en celdas de
electroporacién estériles (Lavarlas con NaOH 0.1M vy
posteriormente con etanol 70% si no son nuevas).

7. Adicionar 1lug de DNA que se encuentre en lul de TE o agua
justo antes de electroporar.

8. Electroporar segin las condiciones 6ptimas de la cepa.

9. Agregar 450 ul de LCM o medio SOC e incubar 1 hora a 37%C.
10. Sembrar en medio de_ cultivo con el antibiético especifico
las diluciones 109, 1071, 1072,

11. Hacer cuenta viable para determinar el porcentaje de
muerte celular.

Condiciones de electroporacidén para algunas cepas

Pulse controler Gen pulser Capacitancia
(ohms) (Kv) (mF)
E.coli 200 25 25
L.casei 200 1.2 25
L.bulgaricus 200 0.85 25

MGClyevvvrrnnnnnnn 1mM
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