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Análisis molecular y funcional del gen chbR presente en el operón chb implicado en 

el metabolismo de la N,N’-diacetilquitobiosa en Lactobacillus casei 

RESUMEN 

La leche humana es un fluido biológico complejo que contiene glicanos bien como 

oligosacáridos libres (OLH) o bien formando parte de glicoproteínas y glicolípidos. Todos ellos 

atraviesan el tracto gastrointestinal y llegan intactos al colon, donde son utilizados por 

bacterias beneficiosas para la salud del bebé. Entre estas bacterias, es de especial relevancia el 

género Lactobacillus, que se encuentra comúnmente en el tracto gastrointestinal de los 

lactantes e incluye varias cepas con propiedades probióticas.  

La N,N’-diacetilquitobiosa (ChbNAc) es un disacárido que forma parte del núcleo de la N-

glicosilación de las glicoproteínas presentes en la leche humana y en la mucosa intestinal. Ha 

sido demostrado con anterioridad que la ChbNAc es utilizada como fuente de carbono por 

Lactobacillus casei cepa BL23 y que el operón chb está implicado en su metabolismo. Los genes 

chbRCDE codifican para un hipotético regulador transcripcional, un dominio IIC del sistema de 

transporte de la fosfotransferasa dependiente de fosfoenolpiruvato (PTS) y dos proteínas 

hipotéticas D y E, respectivamente, mientras que el cluster de genes chbBAF codifica para los 

dominios IIB y IIA del PTS, y para una hipotética N-acetiltransferasa. 

En este trabajo se ha construido un vector para inactivar el gen chbR y se ha obtenido una 

cepa mutante de L. casei BL23 deficiente en este gen. Se ha observado que este mutante es 

capaz de utilizar tanto la ChbNAc como el trisacárido N,N’,N’’-diacetilquitotriosa como fuentes 

de carbono en el medio de cultivo, sugiriendo que el regulador ChbR es un represor 

transcripcional. 

 

Palabras clave: regulador transcripcional, N,N’-diacetilquitobiosa, glicoproteínas, N-

glicosilación, leche humana, tracto gastrointestinal, metabolismo, Lactobacillus casei 
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Molecular and functional analysis of the chbR gene present in chb operon involved in 

the metabolism of N,N'-diacetylchitobiose from Lactobacillus casei 

ABSTRACT 

Human milk is a complex biological fluid that contains glycans such as free human milk 

oligosaccharides (HMO) or forming part of glycoproteins and glycolipids. All of them transit 

through the gastrointestinal tract and arrive intact to the colon where they are used by 

beneficial bacteria in order to improve babys’ health. Among these bacteria, especial relevance 

is according to Lactobacillus genus, which is commonly found at the gastrointestinal tract of 

infants and includes various strains with probiotic properties. 

The N,N'-diacetylchitobiose (ChbNAc) is a disaccharide forming part of the N-glycosylation core 

of the glycoproteins present in human milk and intestinal mucosae. It has been previously 

shown that the ChbNAc is used as a carbon source by Lactobacillus casei BL23 strain and that 

the chb operon is involved in its metabolism. The chbRCDE genes encode a hypothetical 

transcriptional regulator, a IIC domain of the phosphotransferase system (PTS) and two 

hypothetical proteins, D and E, respectively, whereas the chbBAF gene cluster encodes IIB and 

IIA PTS domains, and a hypothetical N-acetyltransferase. 

In this work, a vector has been constructed to inactivate the chbR gene and a mutant strain of 

L. casei BL23 deficient in this gene has been obtained. It has been observed that this mutant is 

able to use both ChbNAc and the trisaccharide N,N’,N’’-diacetylchitotriose as carbon sources in 

the culture medium, suggesting that the chbR regulator is a transcriptional repressor. 

 

Keywords: transcriptional regulator, N,N'-diacetylchitobiose, glycoproteins, N-glycosylation, 

human milk, gastrointestinal tract, metabolism, Lactobacillus casei 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. LECHE HUMANA 

La leche humana es un fluido biológico complejo, una fuente rica en nutrientes y energía, 

mantenida a lo largo de la evolución de los mamíferos para proveer todos los requerimientos 

nutricionales al recién nacido. Además de los nutrientes básicos como proteínas, grasas, 

hidratos de carbono y vitaminas, proporciona también una serie de compuestos bioactivos 

como enzimas, anticuerpos, hormonas, factores de crecimiento, poliaminas, nucleótidos y 

oligosacáridos (Bidart, 2016). La mayoría de nutrientes de la leche humana tales como lactosa, 

lípidos y proteínas son fácilmente digeridos por el lactante, mientras que los oligosacáridos de 

la leche humana (OLH), glicoproteínas y glicolípidos son mínimamente degradados por el 

intestino delgado y pasan a través del tracto gastrointestinal, desarrollando la microbiota 

intestinal del bebé (Garrido et al., 2013). La leche materna está asociada con tener un menor 

riesgo de infecciones y diarrea. Esto es debido a la actividad de las inmunoglobulinas de la 

leche (Xanthou et al., 1995), agentes antimicrobianos como lactoferrina y lisozima (Haversen 

et al., 2002; Jollès et al., 1961; Lönnerdal, 2009) y glicoconjugados (Newburg et al., 2005). 

1.2. GLICANOS DE LA LECHE 

Los glicanos de la leche se pueden encontrar de forma libre como oligosacáridos de leche 

humana (OLH), o bien conjugados a proteínas o lípidos (glicoproteínas y glicolípidos, 

respectivamente). Todos ellos tienen influencia en el dominio de microorgansimos 

beneficiosos en la microbiota intestinal del bebé. La Tabla 1 recoge algunos glicanos presentes 

en la leche humana. 

Tabla 1. Algunos glicanos presentes en la leche humana (Zúñiga et al., 2018). 

Núcleo Nombre Abreviatura Estructura 

Núcleo de OLH tipo I Lacto-N-biosa LNB Galβ1-3GlcNAc 

Núcleo de OLH tipo II N-acetillactosamina LacNAc Galβ1-4GlcNAc 

Núcleo de O-glicosilación 
en glicoproteínas 

Galacto-N-biosa GNB Galβ1-3GalNAc 

Núcleo de N-glicosilación 
en glicoproteínas 

N,N’-diacetilquitobiosa ChbNAc GlcNAcβ1-4GlcNAc 

 

1.2.1. Oligosacáridos de leche humana (OLH) 

Los oligosacáridos de leche humana han sido descritos como prebióticos para la microbiota del 

intestino de los bebés, promoviendo el establecimiento de Bifidobacteria y Lactobacillus. Un 

prebiótico se define como un ingrediente alimentario no digerible que beneficia la salud del 

huésped al estimular selectivamente el crecimiento y actividad de una o más bacterias en el 

colon (Gibson et al., 1995). 

Los OLH constituyen el tercer componente sólido mayoritario después de la lactosa y los 

lípidos (Kunz et al., 2000; Thurl et al., 2010). Cada oligosacárido está construido a partir de una 

lactosa, que se expande por la adición de 5 monosacáridos: glucosa (Glc), galactosa (Gal), N-

acetilglucosamina (GlcNAc), fucosa (Fuc) y ácido siálico, mayoritariamente ácido N-
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acetilneuramínico (Neu5Ac). La molécula terminal de lactosa puede ser modificada por una 

fucosa o ácido siálico o bien por repeticiones de bloques de lacto-N-biosa (LNB; Galβ1-

3GlcNAc) o N-acetillactosamina (LacNAc; Galβ1-4GlcNAc). Estas repeticiones pueden ser 

ampliadas por la adición de fucosa o ácido siálico mediante enlaces tipo α (Garrido et al., 

2013). En la leche humana se han identificado más de 200 estructuras de oligosacáridos 

diferentes (Wu et al., 2010, 2011). Cerca del 70% de los OLH están fucosilados, mientras que el 

20% están sialilados. 

Hasta el momento, existe muy poca información sobre la biosíntesis de los OLH pero, debido a 

que todos ellos poseen lactosa en su extremo reductor, es probable que sean sintetizados 

como una extensión de la biosíntesis de la lactosa, la cual ocurre en el aparato de Golgi. La 

cantidad y complejidad de oligosacáridos varía en gran medida entre distintas especies, por lo 

que resulta difícil estudiar la regulación y el mecanismo de biosíntesis de los OLH en modelos 

animales. Tampoco ha sido exitoso el intento de utilizar líneas celulares epiteliales de glándula 

mamaria, ya que en ninguno de los casos se ha conseguido ni siquiera la síntesis de lactosa 

(Bode, 2012). Dado que las fórmulas infantiles se basan en leche bovina, la cantidad, 

proporción y tipo de oligosacáridos es muy diferente a la de la leche humana, donde se 

observan concentraciones medias entre 20 y 25 g/l, es decir, cantidades de 100 a 1000 veces 

mayores que la concentración de oligosacáridos presentes en la leche bovina. La fuente 

natural para obtener los OLH sería la purificación a partir de la leche humana, lo que no es 

viable a escala industrial (Bidart, 2016). 

La composición de los OLH varía entre diferentes mujeres y depende principalmente de 

factores genéticos relacionados con la expresión o no de ciertas glicosiltransferasas. Las 

enzimas del tracto gastrointestinal del bebé no son capaces de digerir la diversidad de uniones 

de los OLH sintetizados por las glicosiltransferasas en la glándula mamaria (Dallas et al., 2012). 

Los OLH se ven mínimamente afectados por el tránsito a través del estómago y el intestino 

delgado, alcanzando una alta concentración en las heces del bebé (Chaturvedi et al., 2001; 

Engfer et al., 2000; Gnoth et al., 2000). Además, pequeñas concentraciones pueden 

encontrarse en la orina, sugiriendo que estas moléculas pueden ejercer efectos fisiológicos no 

solo en el tracto intestinal sino sistemáticamente en el organismo (Rudloff et al., 2012). Son 

capaces de modular la inmunidad del bebé, alterando tanto el epitelio como las respuestas de 

células inmunitarias del intestino (Newburg et al., 2016). Además, pueden actuar como 

receptores solubles para bloquear la adhesión de patógenos microbianos a receptores en la 

superficie de células tanto intestinales como del tracto urinario (Laucirica et al., 2017; Lin et al., 

2014). 

1.2.2. Glicoproteínas 

La glicosilación de proteínas es una modificación post-traduccional en la que un glicano se une 

covalentemente a un aminoácido determinado en la estructura de una proteína. Existen dos 

tipos de glicosilación en eucariotas, N-glicosilación y O-glicosilación. El epitelio del tracto 

gastrointestinal está recubierto por una capa mucosa protectora, compuesta principalmente 

por mucinas, proteínas altamente glicosiladas. La N-glicosilación en mucinas es menos 

abundante pero es una modificación común en la mucosa y en proteínas de la leche humana 

(Zúñiga et al., 2018). La glicosilación incrementa la resistencia de las proteínas a la proteólisis 
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(Van Berkel et al., 1995), contribuyendo a la excreción de proteínas intactas o parcialmente 

degradadas en las heces de niños amamantados (Davidson et al., 1987; Prentice et al., 1989). 

Todos los N-glicanos tienen en común un pentasacárido con la estructura Man3GlcNAc2, donde 

el disacárido N,N’-diacetilquitobiosa (ChbNAc) se une covalentemente a una asparagina (Asn) 

en la secuencia Asn- X-Ser/Thr mediante un enlace tipo β (Figuras 1 y 2). 

 

 

Figura 1. Ejemplo de estructura de un oligosacárido de leche humana (OLH) (A) y de un complejo N-

glicano (B). La leyenda en la parte inferior indica la composición de monosacáridos. Se muestra rodeado 

en color rojo el disacárido N,N’-diacetilquitobiosa (ChbNAc), formado por dos unidades de N-

acetilglucosamina (GlcNAc) unidas por un enlace β-1,4 (Garrido et al., 2013).  

 

Figura 2. Estructura química de los oligosacáridos utilizados en este estudio: N,N’-diacetilquitobiosa (A) 

y N,N’,N’’-diacetilquitotriosa (B). 

1.3. MICROBIOTA INTESTINAL 

Los microorganismos colonizan cada superficie del cuerpo donde pueden establecer una 

relación simbiótica con el hospedador. Alteraciones en la microbiota intestinal se han 

relacionado con distintas enfermedades como desórdenes metabólicos (Sonnenburg and 

Backhed, 2016), enfermedades inflamatorias (Blander et al., 2017), diabetes (Membrez et al., 

2008; Vaarala et al., 2008) y celiaquía (Collado et al., 2007), entre otras. La barrera intestinal 

tiene la función de absorber nutrientes y al mismo tiempo prevenir que patógenos indeseados 

pueden adherirse a la pared del intestino. La barrera microbiana se desarrolla rápidamente 

después del nacimiento y empieza con la colonización por parte de la microbiota materna. Los 
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oligosacáridos no digeribles han mostrado proteger la barrera intestinal de la inflamación y el 

estrés oxidativo asociado a la apertura de las uniones densas. La comunicación entre el lumen 

y la barrera inmune regula las respuestas inflamatorias con el objetivo de mantener un 

equilibrio entre defensa inmunológica y tolerancia (Figueroa-Lozano et al., 2018). La madre 

transfiere bacterias beneficiosas al bebé por medio de la leche materna, las cuales le protegen 

de diarreas y enfermedades tanto respiratorias como metabólicas (Hunt et al., 2011). 

1.4. Lactobacillus 

El género Lactobacillus se encuentra comúnmente en el tracto gastrointestinal de los lactantes 

y otras superficies mucosas. Comprende más de 200 especies, aisladas de una gran variedad 

de hábitats, muchas de las cuales se han considerado como bacterias probióticas (Zúñiga et al., 

2018). Los probióticos son definidos como microorganismos vivos que, administrados en la 

cantidad suficiente, confieren un beneficio en la salud del hospedador. Lactobacillus es un 

género de bacterias gram positivas, microaerofílicas o anaerobias obligadas fermentativas, que 

producen ácido láctico como principal producto de la fermentación de los azúcares. En este 

estudio se utiliza la cepa Lactobacillus casei BL23 ya que posee propiedades probióticas 

demostradas, se puede manipular genéticamente y se dispone de la secuencia de su genoma. 

En Lactobacillus no se han caracterizado endo-β-N-acetilglucosaminidasas que liberen glicanos 

de proteínas N-glicosiladas, lo cual indica que, probablemente, necesite la acción coordinada 

de glicosidasas de otros microorganismos comensales para explotar estos recursos. La acción 

de estos microorganismos daría lugar a sustratos simplificados de N-glicanos que sí serían 

adecuados para el transporte e hidrólisis por parte de Lactobacillus (Zúñiga et al., 2018). 

Es conocido el metabolismo de galacto-N-biosa (GNB), lacto-N-biosa (LNB), lacto-N-triosa II y 

N-acetillactosamina (LacNAc) en L. casei (Figura 3). Varios hechos sugieren que el operón gnb 

está especializado en el metabolismo de GNB: 1) la ausencia de GnbE y GnbF solo perjudica el 

crecimiento de L. casei sobre GNB y no sobre LNB; 2) los genes gnb son altamente inducidos 

durante el crecimiento sobre GNB y GalNAc, mientras que apenas hay inducción con LNB y 

GlcNAc y 3) el transportador PTSGnb es requerido para el crecimiento sobre GalNAc pero no 

sobre GlcNAc. Por tanto, la similaridad en la estructura entre GNB y LNB permite el transporte 

de LNB a través de PTSGnb, y su posterior hidrólisis por GnbG parece ser la responsable de la 

utilización de LNB por L. casei (Zúñiga et al., 2018). Por otra parte, análisis transcripcionales 

muestran que el operón gnb está regulado por inducción de sustrato específico mediado por el 

represor transcripcional GnbR (Bidart et al., 2014). 

Solo tres α-L-fucosidasas (AlfA, AlfB y AlfC) han sido caracterizadas en Lactobacillus. Estas 

enzimas intracelulares dependen del transporte de carbohidratos fucosilados para llevar a 

cabo su función y actúan sobre disacáridos mejor que sobre oligosacáridos largos. Por ello, se 

piensa que L. casei está especializado en el transporte y metabolismo de oligosacáridos 

fucosilados cortos, probablemente liberados por la actividad hidrolítica de otros miembros de 

la microbiota. 
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Figura 3. Representación esquemática de las rutas catabólicas de galacto-N-biosa (GNB), lacto-N-biosa 

(LNB), lacto-N-triosa II, N-acetillactosamina (LacNAc) y fucosil-α1,3-N-acetilglucosamina (3FN) en L. 

casei. GlcNAc, N-acetilglucosamina; GlcN, glucosamina; GalNAc, N-acetilgalactosamina; Fru, fructosa; 

Lac, lactosa; Gal, galactosa; Tag, tagatosa; Glc, glucosa (Zúñiga et al., 2018). 

La utilización de Lacto-N-triosa II depende de la actividad de la β-N-acetilglucosaminidasa 

BnaG, que convierte Lacto-N-triosa II en GlcNAc y lactosa. GlcNAc es internalizada por un 

transportador no identificado y son necesarios los genes nag para su posterior metabolismo. 

Tanto lactosa como LacNAc son internalizadas por PTSLactose y son dependientes de los genes 

lac. Por otra parte, 3FN es internalizada por PTSAlf . LNB, GNB y GalNAc son transportados y 

fosforilados por PTSGnb y precisan de los genes gnb para llegar a su destino final, ser utilizados 

en la glicólisis. 

1.5. OPERÓN DE LA N,N’-DIACETILQUITOBIOSA (chb) 

1.5.1. chb en Escherichia coli 

Hasta ahora, Escherichia coli es la única especie en la que se ha descrito el operón chb, 

implicado en el metabolismo de la N,N’-diacetilquitobiosa (ChbNAc). Es conocido por la 

comunidad científica como operón chb y será nombrado así a lo largo del documento. Se ha 

demostrado que cepas de E. coli crecen en presencia de ChbNAc como única fuente de 

carbono. El análisis funcional del operón chbBCARFG revela que codifica para un conjunto de 

proteínas inducidas por ChbNAc y que son capaces de metabolizarla (Keyhani et al., 1997). La 

ChbNAc es transportada por el sistema PTS, codificado por chbBCA, produciendo ChbNAc-6P, 

que es hidrolizada por ChbF, dando lugar a GlcNAc y GlcNAc-6P. La GlcNAc-6P es degradada en 

fructosa-6P por la acción de NagA y NagB; se desconoce el destino de la GlcNAc si bien podría 

ser convertida en GlcNAc-6P por una quinasa. 
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La expresión del operón chb está reprimida por NagC, y el inductor que desplaza a NagC es 

GlcNAc-6P. Además, el operón chb codifica para su propio regulador, ChbR, necesario para 

activar la transcripción de los genes chb. Una mutación en chbR elimina toda inducción por 

ChbNAc, mientras que una mutación en nagC permite la inducción de los genes del operón. 

Esto muestra que, a pesar de que  tanto ChbR como NagC parecen actuar como represores del 

operón chb en ausencia del azúcar inductor ChbNAc, ChbR es necesario para la inducción y por 

tanto actúa como represor-activador (Plumbridge et al., 2004). Una mutación en chbB, 

dominio IIB del PTS, elimina la inducción por N,N’-diacetilquitobiosa, lo cual indica que el 

transporte y la fosforilación de la N,N’-diacetilquitobiosa son necesarios para la generación de 

una señal intracelular inductora. 

1.5.2. chb en Lactobacillus casei 

En el laboratorio donde se ha realizado este TFG, ha sido demostrado previamente que L. casei 

cepa BL23 puede cultivarse en presencia de ChbNAc y N,N’,N’’-diacetilquitotriosa como únicas 

fuentes de carbono en el medio de cultivo. El operón chb, implicado en el metabolismo de 

estos carbohidratos, está formado por el cluster de genes chbRCDE, que codifica para chbR, un 

hipotético regulador transcripcional; chbC, dominio IIC del PTS; y chbD y chbE, que codifican 

para dos proteínas hipotéticas, mientras que el cluster de genes chbBAF codifica para chbB y 

chbA, dominios IIB y IIA, respectivamente, del PTS, y chbF, que codifica para una proteína que 

tiene homología con enzimas N-acetiltransferasas. La representación esquemática del operón 

de la ChbNAc y la ruta metabólica propuesta para la utilización de ChbNAc en L. casei BL23 se 

muestran en las Figuras 4 y 5. 

Cabe destacar que el operón chb carece de un gen que codifique para una glicosidasa asociada 

responsable de la hidrólisis de ChbNAc en los dos monosacáridos de GlcNAc, indicando que 

otras glicosidasas codificadas en el genoma de L. casei deben ser las responsables de esta 

actividad. Aunque se sabe que los genes chbD y chbE no codifican para proteínas que tengan 

homología con glicosidasas, no se descarta que pudieran formar parte de una nueva familia de 

glicosidasas no caracterizadas hasta el momento. Por último, análisis transcripcionales han 

demostrado que el operón chb está inducido en presencia de ChbNAc. En cambio, en un medio 

con glucosa como fuente de carbono y sin ChbNAc no se expresan los genes del operón chb 

debido a que L. casei metaboliza la glucosa y reprime el operón chb. También se ha descrito 

que la inactivación del gen chbC, que codifica para el dominio IIC del sistema fosfotransferasa 

de azúcares dependiente de fosfoenolpiruvato (PTS) resulta en una cepa de L. casei mutante, 

la cual no puede cultivarse en presencia de este disacárido como fuente de carbono. Por tanto, 

el sistema PTS está implicado en el transporte y fosforilación de la ChbNAc. 

 

Figura 4. Representación esquemática del operón de la N,N’-diacetilquitobiosa (chb) de L. casei BL23 WT 

(Wild Type). IIA, dominio A; IIB, dominio B; IIC, dominio C. Los tres dominios son componentes del 

sistema de fosfotransferasa de azúcares dependiente de fosfoenolpiruvato (PTS). 
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Figura 5. Ruta metabólica propuesta para la utilización de N,N’-diacetilquitobiosa (ChbNAc) en L. casei 

BL23. GlcNAc, N-acetilglucosamina; GlcNAc-6P, N-acetilglucosamina-6-fosfato; PTS, sistema de 

fosfotransferasa de azúcares dependiente de fosfoenolpiruvato; NagA, N-acetilglucosamina-6-fosfato 

deacetilasa; NagB, glucosamina-6-fosfato deaminasa. 
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2. OBJETIVOS 

El presente TFG tiene como objetivo analizar la función del gen chbR, un hipotético regulador 

transcripcional del operón chb, implicado en el metabolismo de la N,N’-diacetilquitobiosa 

(ChbNAc) presente en Lactobacillus casei cepa BL23, con el fin de estudiar si codifica para un 

represor o un activador y, en consecuencia, aumentar el conocimiento acerca de la regulación 

del operón. 

Para ello, se plantean los siguientes objetivos específicos: 

1) Construir un vector en Escherichia coli para inactivar el gen chbR de Lactobacillus casei. 

2) Obtener una cepa mutante de Lactobacillus casei deficiente en chbR. 

3) Analizar el fenotipo de la cepa mutante de Lactobacillus casei en relación a su capacidad de 

metabolizar ChbNAc y (GlcNAc)3. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. CONSTRUCCIÓN DE UN VECTOR PARA INACTIVAR EL GEN chbR EN L. casei 

Para abordar este objetivo se han seguido dos estrategias; con la primera estrategia no se 

consiguió obtener el resultado esperado, por lo que se diseñó y aplicó una segunda estrategia; 

se exponen a continuación ambas estrategias. 

3.1.1. Primera estrategia 

3.1.1.1. Cultivo de E. coli Y463 y aislamiento de ADN plasmídico 

Se utiliza medio LB (triptona (10 g/l), extracto de levadura (5 g/l) y cloruro de sodio (5 g/l)) 

(CONDA, España) suplementado con Amp100 (GUINAMA, España) para crecer E. coli cepa Y463 

(Tabla 2) y se incuba a 37℃ y 200 rpm overnight en el equipo INFORS HT Ecotron (Suiza). El 

medio LB se suplementa con Amp100 porque E. coli es sensible a este antibiótico y, por tanto, 

solo las bacterias que tengan el plásmido incorporado crecerán. Para el aislamiento del 

plásmido pRV300::chbR (Tabla 2) de E. coli cepa Y463 se emplea un kit de extracción de ADN 

plasmídico (NuceloSpin Plasmid), siguiendo el protocolo de la casa comercial Macherey-Nagel 

(Alemania). Brevemente, la extracción consiste en llevar a cabo una lisis alcalina de las células 

bacterianas, eliminar el ARN, precipitar el ADN genómico, unir el ADN a la columna de sílice 

gracias a la sal caotrópica cloruro de guanidina y, por último, eluir el ADN (en este paso se 

utiliza H2O a 70℃ en lugar del tampón NE descrito en el protocolo). Finalmente, se cuantifica 

la cantidad de ADN plasmídico extraído en el espectrofotómetro Nanodrop ND-1000 (ISOGEN 

LIFE SCIENCE, Holanda).  

Tabla 2. Plásmidos y cepas utilizados en este estudio. El asterisco indica el plásmido y las cepas 

construidas en este trabajo. 

Plásmidos  

pRV300::chbR Plásmido pRV300 con el gen chbR del operón chb de L. casei insertado 

*pRV300::∆chbR Plásmido pRV300::chbR con deleción y cambio en la pauta de lectura 
en el gen chbR  

Cepas  
Escherichia coli  

E. coli Y463 E. coli conteniendo el plásmido pRV300::chbR 

E. coli GM119 Cepa de E. coli (F−supE44, lacY1, galK2, galT22, metB1, dcm-6, dam-3, 
tsx-78 λ−) utilizada en la transformación de la estrategia 1 

E. coli DH10B Cepa de E. coli (F− endA1 recA1 galE15 galK16 nupG rpsL ΔlacX74 
Φ80lacZΔM15 araD139 Δ(ara,leu)7697 mcrA Δ(mrr) sdRMS-mcrBC) λ−) 
utilizada en la transformación de la estrategia 2  

*E. coli Y498 E. coli cepa DH10B conteniendo el plásmido pRV300::∆chbR 

Lactobacillus casei  

L. casei BL23 Cepa de L. casei utilizada en la transformación para conseguir un 
mutante de L. casei deficiente en chbR 

*L. casei Y499 L. casei BL23 conteniendo el plásmido pRV300::∆chbR 

*L. casei Y517 L. casei BL23 con mutación limpia en chbR (pierde el plásmido pRV300 
y mantiene una copia del gen chbR con deleción y cambio en la pauta 
de lectura) 
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3.1.1.2. Digestión del plásmido con BclI, tratamiento con Klenow y ligación 

El ADN plasmídico se digiere mediante la enzima de restricción BclI (Thermo Scientific, Estados 

Unidos), que es activa en el tampón G (10 mM Tris-HCl (pH 7.5 a 37°C), 10 mM MgCl2, 50 mM 

NaCl y 0.1 mg/mL BSA). La reacción se incuba 1 h y 45 min a 55℃ y a continuación 15 min a 

80℃ para inactivar BclI. El gen que se quiere inactivar (chbR) presenta dos sitios de restricción 

de BclI, obteniendo así una deleción en chbR de 48 pb  (Figura 6). 

 

Figura 6. Resultado de la digestión de pRV300::chbR con BclI. Las flechas rojas indican dónde corta la 

enzima dentro del sitio de reconocimiento de BclI. La deleción de 48 pb o fragmento de ADN perdido 

después de digerir con BclI se muestra en color amarillo. 

El ADN digerido se trata con la enzima Klenow o Large fragment of DNA Pol I (Invitrogen, 

Estados Unidos), la reacción incluye dNTPs (0.025 mM) (Sigma, Alemania) y se incuba 15 min a 

30℃. Klenow es una enzima con actividad polimerasa que añade 4 nucleótidos, 

complementarios a los de la otra hebra, cambiando así la pauta de lectura del gen y en 

consecuencia la secuencia de aminoácidos de la proteína. El objetivo es inactivar el gen chbR 

para obtener una proteína ChbR no funcional. A continuación, se comprueba el producto 

obtenido en una electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. Se emplea el colorante Redsafe 

(Roche, Suiza), que se intercala en el ADN y emite fluorescencia tras ser irradiado con luz UV; la 

muestra se suplementa con tampón de carga 6X, que contiene sacarosa para darle densidad y 

viscosidad y azul de bromofenol para facilitar su visualización y formar el frente de la 

electroforesis. Tras visualizar el gel con luz UV en el equipo Proxima 16 Phi+ (ISOGEN LIFE 

SCIENCE, Holanda), se recorta la banda de interés y se purifica mediante un kit de purificación 

de ADN (NuceloSpin Gel and PCR Clean-up), siguiendo el protocolo de la casa comercial 

Macherey-Nagel. Para la ligación del plásmido se usa la enzima T4 DNA ligasa (Roche, Suiza), la 

reacción se incuba a 16℃ overnight y se purifica mediante un kit de purificación de ADN 

(NuceloSpin Gel and PCR Clean-up). Con todo, se obtiene el plásmido pRV300::∆chbR (Tabla 2).  

3.1.1.3. Transformación de E. coli cepa GM119 

Mediante el método de electroporación y, siguiendo las instrucciones del aparato 

electroporador (BIO-RAD Gene Pulser, Estados Unidos), se lleva a cabo la transformación de E. 

coli cepa GM119. La electroporación provoca poros en la membrana plasmática de las células 

competentes para que pueda penetrar el ADN plasmídico. La muestra se incuba 1h a 37℃ y 

200 rpm (INFORS HT Ecotron), pues a 37℃ se activan los genes de resistencia a antibiótico que 

porta el plásmido. Se siembran placas con medio LB-agar suplementado con Amp100 y se 

incuban 24 h a 37℃. El plásmido pRV300 lleva un gen de resistencia a Amp, por tanto, solo las 

bacterias que hayan incorporado el plásmido pRV300::chbR crecerán. Éste se replica durante el 

crecimiento de la bacteria dando lugar a la clonación (formación de muchas copias idénticas) 

del ADN que contiene. 



 

11 
 

3.1.1.4. Análisis de las colonias mediante PCR de colonia, comprobación de la digestión con 

BclI, glicerinado y secuenciación de colonias positivas 

Las colonias obtenidas se analizan por PCR de colonia. Para llevar a cabo esta reacción, se 

añade: MgCl2 (2 mM), tampón 10X Reaction, dNTPs (0.4 Mm) (Sigma), primers pRV300-FOR y 

pRV300-REV (0.4 mM) (Metabion, Alemania) (Tabla 3) y la enzima Taq DNA Polymerase (1.2 

U/reacción) (Nzytech, Portugal), en un volumen total de 25 µl/reacción. El programa utilizado 

en el termociclador es el siguiente: desnaturalización inicial (5 min a 95℃); 30 ciclos de: 1) 

desnaturalización (30 s a 95℃), 2) hibridación de los primers (30 s a 50℃) y 3) extensión de la 

nueva hebra de ADN (1:30 min  a 72℃), y extensión final (7 min a 72℃). 

Tabla 3. Primers utilizados en este estudio. Las sustituciones se muestran en color verde y las adiciones 

en color rojo; subrayado se encuentra el sito de restricción de EcoRV. 

chb2B-FOR 5’ ATGTTAATCACATCAACCGGA 3’ 

chbR2-REV 5’ GCTGACAGCGTCAGATTACGG 3’ 

pRV300-FOR 5’ GTTTTCCCAGTCACGAC 3’ 

pRV300-REV 5’ CAGGAAACAGCTATGAC 3’ 

chbRvuelta-FORt-ins 5’ GGACCGCTTgAtATCGAtAAGTCG 3’ 

chbRvuelta-REV 5’ GGGCAAAAATGAtATCCAGCGCCT 3’ 

chb2A 5’ GCAGAACTCTTGGCGTTG 3’ 

 

El producto de la PCR se comprueba mediante una electroforesis en gel de agarosa al 0.8% y a 

continuación se digiere con la enzima de restricción BclI junto al tampón G (10 mM Tris-HCl 

(pH 7.5 a 37°C), 10 mM MgCl2, 50 mM NaCl y 0.1 mg/mL BSA), la reacción se incuba 1 h a 55℃ 

y se comprueba con otra electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. La colonia positiva elegida se 

crece en medio LB líquido y al día siguiente se glicerina. Para ello, se parte del cultivo líquido 

procedente de la colonia y se conserva en medio LB con glicerol al 20% en un criotubo, 

almacenándose a -80℃. Por último, se purifica el plásmido pRV300::∆chbR mediante un kit de 

purificación de ADN plasmídico (NuceloSpin Plasmid) y se envía a secuenciar (Servicio de 

Secuenciación de la UV, SCSIE).  

3.1.2. Segunda estrategia 

Dado que con la primera estrategia no se consiguió obtener ninguna colonia o clon con el 

cambio en la pauta de lectura deseado, se procedió al diseño de nuevos primers, chbRvuelta-

FORt-ins y chbRvuelta-REV (Tabla 3), para utilizarlos en esta segunda estrategia. En el diseño 

de los primers se tiene en cuenta lo siguiente: 1) se quiere romper la pauta de lectura del gen 

chbR, por lo que se introduce una adición de una T en el primer chbRvuelta-FORt-ins, y 2) se 

precisa tener un sitio de restricción para poder digerir con una enzima y dejar los extremos del 

primer 5’ fosforilados, necesarios para que la ligasa puede actuar; se elige tener el sitio de 

restricción de EcoRV. Para ello, se hacen dos sustituciones en el primer chbRvuelta-FORt-ins y 

una en el primer chbRvuelta-REV. 
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3.1.2.1. Cultivo de E. coli Y463 y aislamiento de ADN plasmídico 

Se crece E. coli cepa Y463 y se aísla el ADN plasmídico de la misma forma que la descrita en el 

apartado 3.1.1.1 de Materiales y Métodos. 

3.1.2.2. PCR utilizando el plásmido pRV300::chbR como molde, digestión con EcoRV y 

ligación 

La PCR utilizando el plásmido pRV300::chbR (Tabla 2) como molde tiene como objetivo 

amplificar todo el plásmido a excepción de un fragmento de ADN del gen chbR, excluido a la 

hora de diseñar los primers, ocasionando así una deleción de aproximadamente 112 pb en el 

gen chbR. Para esta reacción se añade: ADN plasmídico, tampón 5X Phusion HF (MgCl2 1.5 mM 

en 1X), dNTPs (0.2 mM) (Sigma), primers chbRvuelta-FORt-ins y chbRvuelta-REV (0.5 mM) 

(Metabion) y la enzima Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (1 U/reacción) (Thermofisher, 

Estados Unidos), en un volumen total de 50 µl. La enzima empleada en esta PCR es de alta 

fidelidad y por ello tiene actividad proofreading, es decir, de corrección de errores. El 

programa utilizado en el termociclador es el siguiente: desnaturalización inicial (30 s a 98℃); 

30 ciclos de: 1) desnaturalización (15 s a 98℃), 2) hibridación de los cebadores (30 s a 60℃) y 

3) extensión de la nueva hebra de ADN (4:30 min  a 72℃), y extensión final (7 min a 72℃). 

El producto de la PCR se comprueba mediante una electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. 

Tras visualizar el gel con luz UV en el equipo Proxima 16 Phi+ (ISOGEN LIFE SCIENCE), se recorta 

la banda de interés y se purifica mediante un kit de purificación de ADN (NuceloSpin Gel and 

PCR Clean-up), siguiendo el protocolo de la casa comercial Macherey-Nagel. A continuación, se 

digiere con la enzima de restricción EcoRV (Thermo Scientific) junto al tampón R (10 mM Tris-

HCl (pH 8.5 a 37°C), 10 mM MgCl2, 100 mM KCl y 0.1 mg/mL BSA) y se incuba 2 h a 37 ℃. La 

digestión se purifica utilizando un kit de purificación de ADN (NuceloSpin Gel and PCR Clean-

up) y se procede a la ligación del plásmido con la enzima T4 DNA ligasa (Roche), la reacción se 

incuba 1 h a 22 ℃ y se purifica mediante un kit de purificación de ADN (NuceloSpin Gel and 

PCR Clean-up). Con todo, se obtiene el plásmido pRV300::∆chbR (Tabla 2). 

3.1.2.3. Transformación de E. coli cepa DH10B 

Se realiza la transformación en E. coli cepa DH10B por el método de electroporación (descrito 

en el apartado 3.1.1.3 de Materiales y Métodos). 

3.1.2.4. Análisis de las colonias mediante PCR de colonia, comprobación de la digestión con 

BclI, glicerinado y secuenciación de colonias positivas 

Una vez obtenidas las colonias, éstas se analizan por PCR de colonia. Para llevar a cabo esta 

reacción, se añade: tampón Taq A 10X (MgCl2 1.5 mM en 1X), dNTPs (0.2 mM) (Sigma), primers 

pRV300-FOR y pRV300-REV (0.4 mM) (Metabion) (Tabla 3) y la enzima KAPA Taq DNA 

Polymerase (0.5 U/reacción) (KAPA BIOSYSTEMS, Estados Unidos), en un volumen total de 25 

µl/reacción. El programa utilizado en el termociclador es el mismo que el descrito en el 

apartado 3.1.1.4 de Materiales y Métodos. El producto de la PCR se comprueba mediante una 

electroforesis en gel de agarosa al 0.8% y a continuación se digiere con la enzima de restricción 

BclI (descrito en el apartado 3.1.1.4 de Materiales y Métodos); el producto obtenido se 

comprueba con otra electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. La colonia positiva elegida se 
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glicerina y secuencia (descrito en el apartado 3.1.1.4 de Materiales y Métodos) y pasa a 

denominarse E. coli Y498 (Tabla 2). 

3.2. OBTENCIÓN DE UNA CEPA MUTANTE DE L. casei DEFICIENTE EN chbR 

3.2.1. Cultivo de E. coli Y498 y aislamiento de ADN plasmídico 

Se crece E. coli Y498 y se aísla el ADN plasmídico de la misma forma que la descrita en el 

apartado 3.1.1.1 de Materiales y Métodos. 

3.2.2. Transformación de L. casei cepa BL23 

Para llevar a cabo la transformación en L. casei cepa BL23, se emplea el método de 

electroporación haciendo uso del aparato electroporador (BIO-RAD Gene Pulser), como 

describe Posno et al., 1991. La muestra se incuba 1h a 37℃ y 200 rpm en el equipo INFORS HT 

Ecotron. Se siembran placas con medio MRS-agar (peptona de proteosa (10 g/l), extracto de 

carne bovina (10 g/l), extracto de levadura (5 g/l), dextrosa (20 g/l), polisorbato 80 (1 g/l), 

citrato de amonio (2 g/l), acetato de sodio (5 g/l), sulfato de magnesio (0.1 g/l), sulfato de 

manganeso (0.05 g/l) y fosfato dipotásico (2 g/l)) (BD, Estados Unidos) suplementado con Eri5 

(GUINAMA) y se incuban 24-48 h a 37℃. L. casei es sensible a eritromicina, por tanto, solo las 

bacterias que hayan incorporado el plásmido crecerán, al portar un gen de resistencia a Eri. 

El plásmido pRV300 no tiene origen de replicación en Lactobacillus, por lo que no se replica 

(como sí ocurría en E. coli). Después de la transformación, L. casei tendrá una copia del 

plásmido pRV300::∆chbR (Tabla 2) que, por recombinación, integrará en su genoma. Se dará 

una primera recombinación y más tarde una segunda recombinación en la que, L. casei, tras 

muchas divisiones, será capaz de perder el plásmido pRV300 y quedarse solo con una copia del 

gen chbR mutado integrado en su genoma. Resulta esencial que se den dos recombinaciones 

en lugar de una sola ya que, si solo se diera una recombinación, L. casei tendría dos copias del 

gen chbR (chbR mutado y chbR original) y, en consecuencia, el fenotipo de la cepa mutante no 

podría ser estudiado de manera eficaz. 

3.2.3. Análisis de las colonias mediante PCR de colonia y glicerinado de colonias positivas 

Las colonias obtenidas se analizan mediante PCR de colonia. Para esta reacción se añade: 

tampón Taq A 10X (MgCl2 1.5 mM en 1X), dNTPs (0.2 mM) (Sigma), primers pRV300-FOR o 

pRV300-REV y chbA2 (0.4 mM) (Metabion) (Tabla 3) y la enzima KAPA Taq DNA Polymerase 

(0.5 U/reacción) (KAPA BIOSYSTEMS), en un volumen total de 25 µl/reacción. Para cada colonia 

se hacen dos reacciones, una con los primers chbA2 y pRV300-FOR y otra con los primers 

chbA2 y pRV300-REV, para confirmar la orientación en la que se ha integrado el plásmido en el 

genoma de L. casei. El programa utilizado en el termociclador es el siguiente: desnaturalización 

inicial (7 min a 96℃); 30 ciclos de: 1) desnaturalización (30 s a 95℃), 2) hibridación de los 

cebadores (30 s a 50℃) y 3) extensión de la nueva hebra de ADN (1:20 min  a 72℃), y 

extensión final (5 min a 72℃). Tanto la temperatura como el tiempo de desnaturalización son 

mayores en esta PCR debido a que L. casei es más resistente a la lisis por calor. El producto de 

la PCR se comprueba mediante una electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. Se elige un clon 

positivo y se denomina L. casei Y499 (Tabla 2). Esta cepa mutante con el plásmido integrado se 

crece en medio MRS líquido y al día siguiente se glicerina. Para ello, se parte del cultivo líquido 
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procedente de la colonia y se conserva en medio MRS con glicerol al 20% en un criotubo, 

almacenándose a -80℃.  

3.2.4. Cultivo de L. casei Y499 durante unas 200 generaciones, siembra en placas MRS sin Eri5 

y réplica en placas MRS con Eri5 

L. casei Y499 se incuba durante aproximadamente 200 generaciones en medio MRS sin Eri5, a 

37℃ overnight. Sin la presión selectiva del antibiótico se produce una segunda recombinación 

y se pierde el plásmido integrado. Se hacen diluciones del cultivo, se siembran placas con 

medio MRS sin antibiótico y se incuban a 37℃ durante 24-48h. Las placas se replican 

empleando telas de terciopelo esterilizadas. Las colonias presentes en las placas con medio 

MRS quedan marcadas en el terciopelo y se replican en las placas con medio MRS 

suplementado con Eri5, las cuales se incuban a 37℃ overnight. Esto permite distinguir las 

colonias que han perdido el plásmido, ya que no estarán presentes en las placas con 

eritromicina. 

3.2.5. Análisis de las colonias mediante PCR de colonia, glicerinado y secuenciación de 

colonias positivas 

Las colonias obtenidas se analizan por PCR de colonia. Para esta reacción se añade: tampón 

Taq A 10X (MgCl2 1.5 mM en 1X), dNTPs (0.2 mM) (Sigma), primers chb2B-FOR (0.4 mM) y 

chbR2-REV (0.4 mM) (Metabion) (Tabla 3) y la enzima KAPA Taq DNA Polymerase (1 

U/reacción) (KAPA BIOSYSTEMS), en un volumen total de 25 µl/ reacción. El programa utilizado 

en el termociclador es el mismo que el descrito en el apartado 3.2.3 de Materiales y Métodos. 

El producto de la PCR se comprueba mediante una electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. La 

colonia positiva elegida pasa a denominarse L. casei Y517 (Tabla 2). Se crece en medio MRS 

líquido y al día siguiente se glicerina. Para ello, se parte del cultivo líquido procedente de la 

colonia y se conserva en medio MRS con glicerol al 20% en un criotubo, almacenándose a          

-80℃. Por último, se purifica el producto de la PCR correspondiente a la colonia positiva 

mediante un kit de purificación de ADN (NuceloSpin Gel and PCR Clean-up) y se envía a 

secuenciar (Servicio de Secuenciación de la UV, SCSIE). 

3.3. ANÁLISIS DEL FENOTIPO DE LA CEPA MUTANTE DE L. casei EN RELACIÓN A SU 

CAPACIDAD DE METABOLIZAR ChbNAc Y (GlcNAc)3 

Con el objetivo de analizar el fenotipo de L. casei Y517 (Tabla 2), se lleva a cabo un ensayo en 

el que se estudian dos cepas (L. casei BL23 WT y L. casei Y517). Ambas cepas se inoculan en 

medio MRS comercial (peptona de proteosa (10 g/l), extracto de carne bovina (10 g/l), extracto 

de levadura (5 g/l), dextrosa (20 g/l), polisorbato 80 (1 g/l), citrato de amonio (2 g/l), acetato 

de sodio (5 g/l), sulfato de magnesio (0.1 g/l), sulfato de manganeso (0.05 g/l) y fosfato 

dipotásico (2 g/l)) (BD) y se incuban a 37℃ overnight. Se transfieren 100 µl a 10 ml de medio 

MRSf (MRS de fermentación) preparado en el laboratorio (peptona (10 g/l), extracto de 

levadura (4 g/l), tween 80 al 10% (0.1%), acetato sódico al 10% (0.5%), citrato triamonio al 10% 

(0.2%), sulfato de magnesio al 10% (0.02%) y sulfato de manganeso al 10% (0.005%)) y se 

incuba a 37℃ overnight. Al día siguiente, se centrifuga 10 min a 4000 rpm en el equipo 

HERMLE Z 383 K (Letonia), se eliminan 9 ml de sobrenadante y se resuspende el pellet con el 

ml restante. A continuación, se mide para cada cepa la D.O. a 550 nm en el espectrofotómetro 
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Spectronic 20D (Milton Roy Company, Estados Unidos) con el fin de calcular el volumen de 

células a añadir en cada pocillo. 

En cada pocillo se añade: 50 µl de MRSf, 46 µl de la cantidad calculada de células (L. casei BL23 

WT o Y517 a una D.O. inicial de 0.1) y 4 µl de azúcar (GlcNAc, ChbNAc o (GlcNAc)3) 

(Carbosynth, UK). Ahora bien, los pocillos que se utilizan como blanco no llevan células ni 

azúcar añadido (llevan en cambio 50 µl de H2O) y los que son control negativo no llevan azúcar 

añadido (llevan en cambio 4 µl de H2O), obteniendo un volumen final de 100 µl en cada pocillo. 

El diseño de la placa multipocillo se muestra en la Figura 7. Cabe destacar que, si hay glucosa 

en el medio, la bacteria la metabolizará y reprimirá la expresión de otros operones como 

puede ser el de interés (chb). Por ello, se emplea el medio MRS de fermentación, que no lleva 

glucosa ni otra fuente de carbohidrato añadida. 

El ensayo se lleva a cabo en una placa de 96 pocillos, que se analiza con el equipo SPECTROstar 

Nano (BMG LABTECH, Alemania). La temperatura de incubación de la placa es de 37℃, por ser 

la temperatura óptima de crecimiento de L. casei. Se realiza una media de Abs a 550 nm cada 

30 min durante 24 h y se obtienen las curvas de crecimiento de ambas cepas basadas en la Abs 

de cada pocillo. La tasa de crecimineto indica el tiempo en el que la bacteria se está 

duplicando. La MUE o tasa de crecimiento máxima específica ha sido calculada con el modelo 

Growth rate Gompertz utilizando el programa GraphPad Prism. 

 

Figura 7. Diseño de la placa multipocillo. Pocillos naranjas, L. casei BL23 WT; pocillos lilas, L. casei Y517; 

pocillos rojos, blanco (sin células y sin azúcar añadido). En ambas cepas se estudian los azúcares GlcNAc 

(N-acetilglucosamina), ChbNAc (N,N’-diacetilquitobiosa) y (GlcNAc)3 (N,N’,N’’-triacetilquitotriosa), 

además de un control negativo (sin azúcar). Cada condición se ensaya por triplicado. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1. CONSTRUCCIÓN DE UN VECTOR PARA INACTIVAR EL GEN chbR EN L. casei 

Como se ha dicho anteriormente, se han seguido dos estrategias para llevar a cabo este 

objetivo, por lo que se exponen a continuación los resultados obtenidos en cada una de ellas. 

En primer lugar, se muestra la construcción virtual del plásmido pRV300::chbR (Tabla 2), que 

ha sido utilizado en ambas estrategias (Figura 8). 

 

Figura 8. Construcción virtual del plásmido pRV300::chbR (Benchling [Biology Software] (2019)). El 

plásmido pRV300 tiene 3548 pb y el inserto añadido es de 1138 pb (711 pb del gen chbR, más las zonas 

flanqueantes, homólogas a las del genoma de L. casei), resultando el plásmido pRV300::chbR en 4686 

pb. Previamente en el laboratorio, el plásmido pRV300 ha sido digerido con la enzima de restricción 

EcoRV con el fin de insertar el gen de interés. El gen chbR se inserta dentro del gen lacZ y en la zona del 

Polilinker. En color azul claro se representa el gen chbR; fuera de la selección azul se muestran los 

primers pRV300-FOR y pRV300-REV, pertenecientes al plásmido pRV300. En color verde se muestran los 

dos sitios de restricción de BclI; en color azul el gen de resistencia a eritromicina (Eri) y en color amarillo 

el gen de resistencia a ampicilina (Amp). 

4.1.1. Primera estrategia 

A continuación, se presenta la construcción virtual del plásmido pRV300::chbR después de 

haber sido digerido con BclI (Figura 9). 
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Figura 9. Construcción virtual del plásmido pRV300::chbR (Benchling [Biology Software] (2019)). En color 

rosa se muestra el resultado del plásmido después de la digestión con BclI. Se observa claramente una 

deleción en el gen chbR (blanco) con la que quedan excluidos los dos sitios de restricción de BclI. 

Después de la transformación de E. coli cepa GM119, se han analizado por PCR de colonia un 

total de 72 colonias, algunas de las cuales se muestran en las Figuras 10 y 11. 

 

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% de los productos de PCR de colonia de los 

transformantes de E. coli cepa GM119 conteniendo el plásmido pRV300::chbR. 1-6 y 8-12, ADN 

amplificado por PCR de colonia para dichas reacciones; 7, marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder 

BLUE (SIGMA-ALDRICH, Alemania); 13, control positivo (plásmido pRV300::chbR aislado de E. coli cepa 

Y463). En azul se indican algunas bandas del marcador de peso molecular y en rojo el tamaño de banda 

esperado. 

La banda de ADN de 1336 pb en los pocillos 3, 5, 6, 8, 9, 11 y 12 de la Figura 10 corresponde a 

la distancia entre los primers pRV300-FOR y pRV300-REV, incluyendo el inserto chbR con la 

deleción de 48 pb, y las zonas flanqueantes. 
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Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% de los productos de PCR de colonia de los 

transformantes de E. coli cepa GM119 conteniendo el plásmido pRV300::chbR. 1-5, 7-11, 13-17 y 19-22, 

ADN amplificado por PCR de colonia para dichas reacciones; 6 y 18, marcador de peso molecular 1 Kb 

DNA Ladder BLUE (SIGMA-ALDRICH); 12, control positivo (plásmido pRV300::chbR aislado de E. coli cepa 

Y463). En azul se indican algunas bandas del marcador de peso molecular y en rojo los tamaños de 

banda obtenidos. 

En los pocillos 1-4, 7-15, 17 y 19-21 de la Figura 11 se observa una banda de ADN de 1336 pb, 

mientras que el pocillo 5 presenta una banda de 1000 pb. Este resultado se discutirá 

posteriormente en la Figura 14. De las 72 colonias analizadas por PCR de colonia, 56 han dado 

amplificado, es decir, presentan banda de ADN en la electroforesis y, por tanto, son sometidas 

a una reacción de digestión con BclI con el fin de verificar si mantienen los sitios de 

reconocimiento de BclI o si, como se espera, los han perdido (Figura 12). En las Figuras 13 y 14 

se muestra el resultado de algunas de las colonias analizadas. 

 

 

Figura 12. Representación de cómo actúa Klenow después de la digestión del plásmido pRV300::chbR 

con BclI. La deleción de 48 pb después de haber digerido con BclI se muestra en color amarillo. Después 

de la digestión, quedan extremos compatibles entre sí que podrían unirse y reconstituir el sitio de 
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reconocimiento de BclI. Klenow es una polimerasa que añade 4 nucleótidos a la hebra de ADN, 

complementarios a los de la otra hebra, cambiando así la pauta de lectura del gen (al ser 4 un número 

no múltiplo de 3). Si Klenow no funciona, no añade los nucleótidos y puede reconstituirse el sitio de 

reconocimiento de BclI. Por el contrario, si Klenow resulta eficaz, no puede reconstituirse dicho sitio de 

reconocimiento pues le faltan 2 pb (A y T, entre la C y la G (señalado en rojo)). 

En este experimento se utiliza la Klenow porque, si no, se obtendría una deleción de 48 pb en 

el gen chbR después de digerir con BclI pero no se rompería la pauta de lectura, pues 48 es 

múltiplo de 3, y no podría asegurarse que el gen chbR fuera inactivo. Después de la reacción de 

comprobación de la digestión con BclI, una muestra sin digerir da una banda de ADN de 1336 

pb, equivalente al fragmento amplificado por PCR de colonia anterior, mientras que una 

muestra digerida dará dos fragmentos de 670 pb (1336 pb/2) que, al ser del mismo tamaño, 

migrarán juntos en el gel y se verá una sola banda.  

 

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% de los productos de digestión con BclI de las 

reacciones de PCR de colonia de los transformantes de E. coli cepa GM119 conteniendo el plásmido 

pRV300::chbR. 1-4, 6, 7 y 9, productos de la reacción de digestión; 5, marcador de peso molecular 1 Kb 

DNA Ladder BLUE (SIGMA-ALDRICH); 10, control positivo (plásmido pRV300::chbR aislado de E. coli cepa 

Y463). En azul se indican algunas bandas del marcador de peso molecular mientras que en rojo se 

observan los tamaños de banda esperados y obtenidos. 

En los pocillos 1-4, 6, 7 y 9 de la Figura 13 se observa una banda de 670 pb, indicando que BclI 

ha digerido. El pocillo 10 presenta una banda de 4638 pb, señalando que BclI ha digerido y ha 

convertido el plásmido de circular a lineal, perdiéndose 48 pb, correspondientes a las 

presentes entre los dos sitios de restricción de BclI. 
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Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% para comprobar la digestión con BclI del ADN 

amplificado de la colonia equivalente al pocillo 5 de la Figura 11 (denominada a continuación colonia 5). 

1, marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder BLUE (SIGMA-ALDRICH); 2, producto de PCR de colonia 

de un control positivo (plásmido pRV300::chbR aislado de E. coli cepa Y463); 3, amplificado por PCR de 

colonia de la colonia 5; 4, digestión con BclI del control positivo; 5, digestión con BclI de la colonia 5. En 

azul se indican algunas bandas del marcador de peso molecular mientras que en rojo se observan los 

tamaños de banda obtenidos. 

La Figura 14 indica que BclI ha digerido el control positivo ya que la banda de ADN pasa de 

tener 1336 pb a tener 670 pb. Sin embargo, no ha digerido la colonia 5 puesto que la banda de 

ADN se mantiene en 1000 pb, señalando que este clon puede ser positivo, al no presentar los 

sitios de restricción de BclI. De las 56 colonias sometidas a la reacción de digestión con BclI, 

solo una (colonia 5 (Figura 14)) no ha sido digerida por BclI. Sin embargo, el resultado de la 

secuenciación muestra que presenta una deleción de 376 pb, en lugar de lo esperado, 48 pb, 

por lo que se descarta este plásmido para llevar a cabo la integración en el gen chbR del 

cromosoma de L. casei. 

4.1.2. Segunda estrategia 

Dado que no se obtuvo ninguna colonia positiva con la deleción ni cambio en la pauta de 

lectura deseado, se aplicó una segunda estrategia. Se muestra, a continuación, la construcción 

virtual del plásmido pRV300::∆chbR (Tabla 2) después de haber realizado la PCR con los nuevos 

primers diseñados (chbRvuelta-FORt-ins y chbRvuelta-REV) (Figura 15). 
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Figura 15. Construcción virtual del plásmido pRV300::∆chbR (Benchling [Biology Software] (2019)). Se 

observa en color verde el fragmento de ADN amplificado resultado de la PCR. Se obtiene una deleción 

en el gen chbR (blanco) en la que quedan excluidos los dos sitios de restricción de BclI. Se muestran los 

primers utilizados en esta PCR, chbRvuelta-FORt-ins y chbRvuelta-REV, además de los utilizados en la 

PCR de colonia de L. casei, chb2B-FOR y chbR2-REV, en los extremos del inserto + chbR. 

Después de la transformación en E. coli cepa DH10B, se han analizado por PCR de colonia un 

total de 10 colonias, algunas de las cuales se muestran en la Figura 16. 

 

Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% de los productos de PCR de colonia de los 

transformantes de E. coli cepa DH10B conteniendo el plásmido pRV300::chbR. 1-3, ADN amplificado por 

PCR de colonia para dichas reacciones; 4, control positivo (plásmido pRV300::chbR aislado de E. coli cepa 

Y463); 5, marcador de peso molecular GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Scientific, Estados Unidos). 

En azul se indican algunas bandas del marcador de peso molecular y en rojo los tamaños de banda 

obtenidos. 

Los pocillos 1-3 de la Figura 16 presentan una banda de ADN de 1272 pb, correspondiente a la 

distancia entre los primers pRV300-FOR y pRV300-REV, incluyendo el inserto chbR con la 

deleción de 112 pb, y las zonas flanqueantes, mientras que el pocillo 4 presenta una banda de 

1384 pb. Esta diferencia de tamaño sugiere que las colonias correspondientes a los tres 
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primeros pocillos pueden ser positivas ya que han perdido 112 pb, que era lo esperado al 

hacer la PCR con los primers chbRvuelta-FORt-ins y chbRvuelta-REV. De las 10 colonias 

analizadas por PCR de colonia, se ha hecho la comprobación de la digestión con BclI de 3 

colonias (Figura 17), correspondientes a los pocillos 1-3 de la Figura 16. Si la PCR utilizando el 

plásmido pRV300::chbR como molde y los primers chbRvuelta-FORt-ins y chbRvuelta-REV ha 

funcionado correctamente, el fragmento de ADN amplificado no debería tener los sitios de 

restricción de BclI. 

 

Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% de los productos de digestión con BclI de las 

reacciones de PCR de colonia de los transformantes de E. coli cepa DH10B conteniendo el plásmido 

pRV300::chbR. 1-3, ADN amplificado por PCR de colonia para dichas reacciones; 4, control positivo 

(plásmido pRV300::chbR aislado de E. coli cepa Y463); 5, marcador de peso molecular GeneRuler DNA 

Ladder Mix (Thermo Scientific). En azul se indican algunas bandas del marcador de peso molecular 

mientras que en rojo se observan los tamaños de banda esperados. 

En los pocillos 1-3 de la Figura 17 se observa una banda de ADN de 1272 pb, tamaño 

equivalente al producto de PCR de colonia anterior, lo cual indica que el ADN plasmídico no ha 

sido digerido por BclI, mientras que el control positivo presenta una banda de 670 pb. Esta 

diferencia de tamaño indica, claramente, que el control ha sido digerido por BclI, mientras que 

las reacciones de los pocillos 1-3 no. De estas 3 colonias positivas se eligió una, equivalente al 

pocillo 1 de la Figura 17 (denominada colonia 1) para secuenciar. El resultado de la 

secuenciación muestra que, efectivamente, se ha roto la pauta de lectura en el gen chbR, 

llevando, por tanto, la mutación esperada (Figura 18). Esta colonia mutante se ha seleccionado 

y ha pasado a denominarse E. coli Y498 (Tabla 2). 

 

Figura 18. Alineamiento de la secuencia de aminoácidos de la proteína original ChbR con la proteína 

ChbR mutada. La secuencia aminoacídica de arriba se corresponde con la proteína ChbR mutada 

mientras que la de abajo se refiere a la proteína ChbR original. Las barras azules verticales indican que 

ambas secuencias coinciden, mientras que la ausencia de barras significa que las secuencias dejan de 

coincidir. La proteína original tiene 236 aminoácidos mientras que la proteína mutada tiene 52. 
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4.2. OBTENCIÓN DE UNA CEPA MUTANTE DE L. casei DEFICIENTE EN chbR 

Una vez construido en E. coli el vector con una copia mutada del gen chbR, se lleva a cabo la 

obtención de una cepa mutante de L. casei deficiente en chbR. Tras la transformación de L. 

casei cepa BL23 con el vector no replicativo pRV300::∆chbR (Tabla 2), tiene lugar una primera 

recombinación en la que este vector se integra en el cromosoma de L. casei (Figura 19). 

 

 

Figura 19. Representación esquemática de la integración del vector pRV300::∆chbR en el cromosoma de 

L. casei BL23. Después de la transformación de L. casei BL23 (WT), la bacteria tiene una copia del 

plásmido pRV300::∆chbR que, por recombinación, integrará en su genoma. Dicha recombinación puede 

darse antes de la mutación en chbR (opción 1) o después (opción 2). Se indica con flechas la orientación 

de los primers chb2A, pRV300-FOR y pRV300-REV. 

Se han analizado por PCR de colonia un total de 5 transformantes de L. casei (Figura 20). En 

todos ellos se ha integrado el plásmido ya que presentan resistencia a eritromicina pero, para 

descartar que no se ha dado una integración en otro gen distinto al de interés, se utiliza el 

primer chbA2 en las reacciones de PCR de colonia, debido a que hibrida en el gen contiguo al 

gen chbR, y el primer pRV300-FOR/REV (cada uno en una de las dos reacciones para la misma 

colonia) que forma parte del propio plásmido, con el fin de verificar la correcta integración del 

plásmido pRV300::∆chbR en el operón chb. 

 

 

 



 

24 
 

 

Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% de los productos de PCR de colonia de los 

transformantes de L. casei cepa BL23 conteniendo el plásmido pRV300::∆chbR. 1, 3, 5, 8 y 10, ADN 

amplificado por PCR de colonia para dichas reacciones utilizando los primers chb2A y pRV300-FOR; 2, 4, 

7, 9 y 11, ADN amplificado por PCR de colonia para dichas reacciones utilizando los primers chb2A y 

pRV300-REV; 6, marcador de peso molecular GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Scientific). En azul se 

indican algunas bandas del marcador de peso molecular, mientras que en rojo se señalan los tamaños 

de banda obtenidos. 

En la Figura 20 se oberva una banda de ADN de 1272 pb o 1384 pb en todas las reacciones en 

las que se han utilizado los primers pRV300-FOR y chb2A. Los pocillos 1, 3, 5, 8 y 10 indican que 

las colonias correspondientes son positivas de integración del plásmido pRV300::∆chbR en el 

operón chb de L. casei.  De estas colonias positivas, se eligió una (la colonia equivalente al 

pocillo 5 de la Figura 20) y se denominó L. casei Y499 (Tabla 2). L. casei Y499 se creció durante 

aproximadamente 200 generaciones con la finalidad de que se diera una segunda 

recombinación (Figura 21). 

 

 

Figura 21. Representación esquemática de la segunda recombinación. L. casei se cultiva sin eritromicina 

y, tras muchas divisiones, es capaz de perder el plásmido (indicado en el esquema con una cruz roja) y 
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quedarse solo con una copia del gen chbR integrado en su genoma. La recombinación puede darse por 

la opción 1 o por la 2. Por tanto, una parte de las colonias obtenidas tendrán la copia del gen chbR 

mutado y otra parte revertirán a su fenotipo silvestre y tendrán la copia del gen chbR original. 

Se escogen un total de 23 colonias presentes en las placas de MRS sin Eri5 y ausentes en las 

placas MRS con Eri5 (han perdido el plásmido y con ello el gen de resistencia a eritromicina) 

para ser analizadas por PCR de colonia, algunas de las cuales se muestran en la Figura 22. 

 

Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% del producto de PCR de las colonias de L. casei Y499 

que han sufrido la segunda recombinación. 2-5, 7-10, 12-17 y 19-22, ADN amplificado por PCR de 

colonia para dichas reacciones; 1 y 11, control L. casei BL23; 23, control E. coli Y498; 6 y 18, marcador de 

peso molecular GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Scientific). En azul se indican algunas bandas del 

marcador de peso molecular mientras que en rojo se señalan los tamaños de banda obtenidos. 

En la electroforesis de la Figura 22 se pretende diferenciar las colonias de L. casei Wild Type de 

las colonias de L. casei mutante, una vez dada la segunda recombinación. Los pocillos 1 y 11 

presentan una banda de ADN de 1129 pb, correspondiente a la distancia entre los primers 

chb2B-FOR y chbR2-REV en el gen chbR original, mientras que en el pocillo 23 se observa una 

banda de ADN de 1017 pb, equivalente a la distancia entre los primers chb2B-FOR y chbR2-REV 

en el gen chbR mutado. Los pocillos 3, 7, 10 y 22 presentan una banda de 1017 pb, al igual que 

el control de E. coli Y498, lo cual sugiere que estas colonias de L. casei son mutantes. De estas 

colonias positivas, se eligió una (la colonia equivalente al pocillo 7 de la Figura 22) para 

secuenciarla. El resultado de la secuenciación muestra que se ha roto la pauta de lectura en el 

gen chbR y esta colonia pasa a denominarse L. casei Y517 (Tabla 2). 

 

 

 



 

26 
 

4.3. ANÁLISIS DEL FENOTIPO DE LA CEPA MUTANTE DE L. casei EN RELACIÓN A SU 

CAPACIDAD DE METABOLIZAR ChbNAc Y (GlcNAc)3 

Con el objetivo de analizar la utilización de ChbNAc y (GlcNAc)3 por las cepas de L. casei BL23 

WT y L. casei BL23 mutante (Y517), éstas se cultivaron en presencia de estos carbohidratos en 

placas multipocillo durante 24 h tal como se describe en el apartado 3.3 de Materiales y 

Métodos. Las curvas de crecimiento en presencia de GlcNAc (utilizada como cultivo control), 

ChbNAc y (GlcNAc)3 pueden observarse en las Figuras 23, 24 y 25, respectivamente. 

 

 

Figura 23. Curvas de crecimiento de L. casei BL23 WT en medio MRSf sin azúcar añadido (color verde 

oscuro), con GlcNAc (color azul oscuro) y L. casei Y517 en medio MRSf sin azúcar añadido (color verde 

claro) y con GlcNAc (color azul claro). CN, control negativo; GlcNAc, N-acetilglucosamina. Los datos 

representados corresponden a la media de tres réplicas. Las barras de error indican la desviación 

estándar. 

El valor de la MUE o tasa de crecimineto máxima específica para L. casei BL23 WT control 

negativo es de 0.01977 y para L. casei Y517 control negativo es de 0.01287. Ambos valores son 

similares pues se trata de un control negativo y, por tanto, el crecimiento de la bacteria no se 

ve influenciado por ningún azúcar en concreto. Por otro lado, la MUE para L. casei BL23 WT + 

GlcNAc es de 0.09083, mientras que para L. casei Y517 + GlcNAc es de 0.1279. Ambas tasas de 

crecimiento son similares, lo cual sugiere que el gen chbR no está implicado en el transporte y 

posterior metabolismo de la GlcNAc. 
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Figura 24. Curvas de crecimiento de L. casei BL23 WT en medio MRSf sin azúcar añadido (color verde 

oscuro), con (GlcNAc)2 (color lila oscuro) y L. casei Y517 en medio MRSf sin azúcar añadido (color verde 

claro) y con (GlcNAc)2 (color lila claro). CN, control negativo; (GlcNAc)2, N,N’-diacetilquitobiosa. Los 

datos representados corresponden a la media de tres réplicas. Las barras de error indican la desviación 

estándar. 

La MUE para L. casei BL23 WT + (GlcNAc)2 es de 0.1129, mientras que para L. casei Y517 + 

(GlcNAc)2 es de 0.09852. Si bien en la gráfica se observa que la fase exponencial de L. casei 

Y517 alcanza un valor mayor de D.O. que la cepa de L. casei BL23 WT para un mismo tiempo, 

esto no se refleja en la tasa de crecimiento. De todas formas, el hecho de que L. casei Y517 

crezca en presencia de este disacárido ya sugiere que el gen chbR codifica para una proteína 

represora. La ausencia de este represor en la cepa L. casei Y517 deficiente en el gen chbR 

permite que el resto de los genes del operón chb se expresen de forma constitutiva. 
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Figura 25. Curvas de crecimiento de L. casei BL23 WT en medio MRSf sin azúcar añadido (color verde 

oscuro), con (GlcNAc)3 (color rojo oscuro) y L. casei Y517 en medio MRSf sin azúcar añadido (color verde 

claro) y con (GlcNAc)3 (color rojo claro). CN, control negativo; (GlcNAc)3, N,N’,N’’-diacetilquitotriosa. Los 

datos representados corresponden a la media de tres réplicas. Las barras de error indican la desviación 

estándar. 

La MUE para L. casei BL23 WT + (GlcNAc)3 es de 0.07855, mientras que para L. casei Y517 + 

(GlcNAc)3 es de 0.1. En la gráfica se aprecia claramente que la fase exponencial de L. casei Y517 

alcanza valores más altos de D.O. para un mismo tiempo que la cepa de L. casei BL23 WT. El 

hecho de que L. casei Y517 crezca en presencia de este trisacárido y que, además, presente 

una tasa de crecimiento mayor se correlaciona con el hecho de que L. casei Y517 (deficiente en 

chbR) tiene los genes del operón chb activados de manera constitutiva y, por ello, es capaz de 

utilizar la N,N’,N’’-triacetilquitotriosa más eficazmente que la cepa L. casei BL23 WT, si bien es 

cierto que al final de la fase estacionaria ambas curvas llegan a un valor muy similar de D.O.. El 

resultado descrito apoya el hecho de que el gen chbR codifica para una proteína represora. 

Hasta el momento, el metabolismo de la ChbNAc únicamente había sido estudiado en E. coli. 

Resultados de trabajos previos demuestran que E. coli es capaz de crecer en presencia de 

ChbNAc como única fuente de carbono y que el operón chb está implicado en el metabolismo 

de este disacárido (Keyhani et al., 1997; Plumbridge et al., 2004). Por otra parte, trabajo previo 

realizado en el laboratorio donde se ha llevado a cabo este TFG ha demostrado que L. casei 

BL23 puede cultivarse en presencia de ChbNAc y (GlcNAc)3 como únicas fuentes de carbono en 

el medio de cultivo y que el operón chb está implicado en el metabolismo de estos 

carbohidratos. Además, cabe destacar que en L. casei es conocido el metabolismo de otros 

glicanos, tales como galacto-N-biosa (GNB) y lacto-N-biosa (LNB) (Bidart et al., 2014; Bidart et 

al., 2017); lacto-N-triosa (Bidart et al., 2016); N-acetillactosamina (LacNAc) (Bidart et al., 2018) 

y fucosil-oligosacáridos (Becerra et al., 2015). 
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En el presente TFG, los resultados sugieren que el gen chbR, considerado anteriormente como 

un hipotético regulador transcripcional del operón de la N,N’-diacetilquitobiosa (chb) presente 

en Lactobacillus casei cepa BL23, probablemente codifica para una proteína represora. Esto es 

una hipótesis respaldada por los resultados obtenidos. Ahora bien, para terminar de 

confirmarlo, sería necesario un siguiente paso en el proyecto: realizar aislamiento de ARN y 

análisis de la transcripción del ARNm mediante RT-qPCR (PCR cuantitativa con transcriptasa 

reversa) con el fin de analizar la expresión de todos los genes del operón chb en la cepa 

mutante de L. casei en presencia de los azúcares ChbNAc y (GlcNAc)3. 
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CONCLUSIONES 

1) Se ha construido en Escherichia coli el vector pRV300::∆chbR, conteniendo una copia 

mutada del gen chbR, que codifica para un putativo regulador transcripcional del operón chb 

de Lactobacillus casei. 

2) Se ha obtenido una cepa mutante (Y517) derivada de Lactobacillus casei BL23 deficiente en 

el gen chbR del operón chb. 

3) La cepa mutante de L. casei (Y517) puede cultivarse en un medio con N,N’-diacetilquitobiosa 

(ChbNAc) como única fuente de carbono, sugiriendo que el gen chbR codifica para un represor 

transcripcional. 

4) La cepa mutante de L. casei (Y517) puede cultivarse en un medio con N,N’,N’’-

triacetilquitotriosa (GlcNAc)3 como única fuente de carbono, sugiriendo que el gen chbR 

codifica para un represor transcripcional. 
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