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Introduccion

Los microorganismos Gram-positivos usados en ensayos de ingeniera genética suelen ser recalcitrantes ala hora de ser transformados debido entre otras cosas
a su gruesa pared celular y a la presencia de enzimas que destruyen el material genético exogeno (sistemas de restriccion).

En corinebacterias y bacterias del acido lactico (LAB), microorganismos de un gran interés biotecnologico, los procesos de transformacion utilizados son en
ocasiones tediosos, obteniendose en muchos casos eficiencias de transformacion insuficientes para los objetivos planteados.

Durante la década de los anos noventa se desarrollaron sisternas de conjugacion interespecificos £. cofcorinebacterias utilizando plasmidos movilizables
suicidas o bifuncionales como vehiculos de transferencia de marcadores en especies de los grupos Corynebacterium y Brevibacterium. El replicon usado en
estos ensayos deriva del plasmido conjugativo RP4 (perteneciente al grupo IncP). Uno de los plasmidos movilizables mas utilizado ha sido pK18mob (1) que
presenta el replicon del plasmido pUC, el origen de transferencia de RP4 (o/T) ¥ el gen de resistencia a Kanamicina (del transposon Tn$) asi como el gen galZ
(Figura 2). Como cepa donadora se utilzo £. cofi S17-1 la cual contiene los genes implicados en el proceso de conjugacion integrados en el cromosoma,
complementando en trans las funciones necesarias para la movilizacion del plasmido.

Las eficiencias de transferencia obtenidas en estos ensayos superaron en algunos casos el 29%, pnncipalmente cuando se utiizaron mutantes Res- como £.
iactofermenium R-31 (2) o sometiendo las células a choques termicos que destruyeran los mecanismos de restriccion (3).

Siguiendo este modelo se ha intentado exportar un sistema analogo de conjugacion que permitiera conseguir buenas eficiencias de transferencia interespecifica
entre £. colfy bactenas LAB.

Resultados

(1). Analisis de resistencias

Las bacterias LAB utilizadas en los ensayos fueron especies tipo del
grupo de Lactobacifius, Pediococcus, Enterococcus,. Lactococcus y
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: . s : PR 10 \ o Figura 1. Antibiogramas.
resistencia/sensibilidad a vanos antibioticos con el fin de poder utilizar o © 1\ o s S Bt
. . . . : by Armpiciling 10 pg
Iqs_cnrrespnndlente_s genes de rem_st_enma como marcadores en las S Plaeibiot i
distintas cepas analizadas. Las condiciones de ensayo fueron en todos | e |/ o gg Bl ?gﬂg
los casos estandar, teniendo en cuenta entre otros factores el estado de \ © o ! ° fi Clindamicing 2 pg

crecimiento del cultivo y tomado cantidades de inoculo equivalentes para
cada ensayo. En la Figura 1 se muestran dos antibiogramas
representativos, correspondientes a Enferococcus faecium Yy
Lactococcus jactis.

(n). Construccion de vectores movilizables bifuncionales para LAB.

Los ensayos se realizaron utilizando el plasmido pK18mob (Figura 2) descrito
previamente para los ensayos con corinebacterias. En la construccion de vectores
bifuncionales se fusiono pK18mob con el plasmido p210 (4) el cual contiene un
replicon de Laclococcus factis (procedente del plasmido pSH72) y el gen de
resistencia a Eritromicina procedente de pE194 (5). Los plasmidos generados fueron
denominados pKLMLY y pKLML17 y se transfirireron a la cepa £. co#f S17-1 que
actua como cepa donadora en el proceso. El ensayo de apareamiento (donador /
Rt  BormHI receptor) fue a grandes rasgos analogo al descrito para los ensayos de conjugacion
E. coftcorinebacterias (2). Los resultados obtenidos fueron positivos para las dos
cepas de bacterias LAB ensayadas: Enterococcus faciim vy Lactococcus factss,
independientemente del plasmido utilizado. Los plasmidos obtenidos de los
correspondientes transconjugantes pertenecientes a estas dos cepas fueron en todo
caso idénticos sin observar reorganizaciones aparentes y manteniendose estables
, — incluso en ausencia de presion selectiva.
Rephcan LAB Kan
ULY) Un nuevo plasmido bifuncional fue el obtenido a partir del plasmido pWWV01
procedente de Laclococcus Bclis; para ello se amplifico por PCR el replicon de
PWV01 incluido en el plasmido pGK12 (B8) dejando extremos BamHl/Hindll y
ligandolo con el vector movilizable pK18mob. Al plasmido generado se le adiciono el
gen de resistencia a cloramfenicol (con extremos EcoRl/EcoRVY) procedente del
plasmido pLP825 (7) obteniendo el plasmido pKCM1 (Figura 3) el cual fue utiizado
Figura 2. Construccion de los plasmidos en ensayos de conjugacion interespecificos andlogos a los descritos anteriormente y
MO VIZEbICE REMLEY DL, obteniendo igualmente resultados positivos.

El marcador de seleccion utiizado para £.cofi fue kanamicina; a partir de la
informacion procedente del antibiograma se utilizaron los genes de resitencia para
eritromicina y cloramfenicol en LAB; la seleccion de transconjugantes en bacterias
LAB se realizo por presencia del antibiotico acido nalidixico el cual actua como
bacteriostatico en £. cofiy eritromicina o cloramfenicol segun los casos.

Raplicon pWya1

Figura 3. Esquema del
plasmido moyvilizable pKCM1.
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