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Introduccion. Los problemas causados por la contaminacion
ambiental y la disminucion de las reservas mundiales de
petréleo han conducido a la busqueda de nuevas fuentes
energéticas que permitan un desarrollo sustentable. El
hidroégeno parece ser una buena alternativa ya que se puede
utilizar en celdas de combustible y solo genera calor y vapor
de agua como subproducto. La produccién bioldgica de
hidroégeno presenta algunas ventajas respecto a otras formas
de obtencion, debido a que se lleva a cabo a temperatura
ambiente y bajas presiones, ademas se puede acoplar a la
utilizacion de subproductos organicos. El objetivo de este
trabajo es la construccion y uso de cepas de E. coli
manipuladas genéticamente para realizar la fermentacion
anaerobia de lactosuero (subproducto de la industria de
lacteos) y obtener como producto principal hidrogeno
molecular. Se escogio la cepa de E coli W3110 que es capaz
de utilizar la lactosa del lactosuero como fuente de carbono.

Metodologia. Se siguieron dos estrategias: la primera
consistio en la remocion del gen hycA, que produce el
regulador negativo del operén del formiato, debido a que a
través de esta ruta se produce el hidrégeno en E. coli (1, 2).
La segunda estrategia consintié en obtener mutantes de la via
Tat, mediante la remocion del gen tatC. El producto de este
gen tiene un papel fundamental en la via Tat del transporte
de formiato deshidrogenasas e hidrogenasas que compiten
por los electrones que darian origen a hidrégeno molecular.
De tal forma que las cepas Tat presentan un fenotipo similar
a las cepas hycA referente a la capacidad de sobreproducir
hidrégeno (3). Para llevar a cabo la remocion de cada uno de
los genes se siguié el método descrito en (4), utilizando los
plasmidos pKD3 y pKD46.

Resultados y discusion. Se realizé la transformacion de la
cepa de E. coli W3110 con el plasmido pKDA46.
Posteriormente, en algunas colonias se comprobo la
presencia del plasmido pkD46 por restriccion con ECORI. La
digestion origina un patrén caracteristico para dicho
plasmido formado por los fragmentos de 1.5 Kpb y 4.8 Kpb.
El plasmido pKD3 se utilizd como molde para amplificar por
PCR una region que comprende el gen de resistencia a
cloranfenicol, utilizando oligonucleodtidos especificos para
realizar la remocion de los genes hycA y tatC. Estos
productos de PCR se utilizaron para transformar células de
E. coli W3110/pKD46 crecida en medio LB y la induccion
se realizd con 0.15 g/l de arabinosa. Las colonias que
crecieron en cloranfenicol se evaluaron por PCR de colonia

con oligonucleodtidos especificos para el gen hycA (OGH),
tatC (OGT) y para el gen de resistencia a cloranfenicol
(ORC). En el caso de las cepas AhycA (Fig. 1A), la cepa
transformada origina un producto de 1.1 Kpb con los
oligonucledtidos ORC y un producto de 1.3 Kpb con los
oligonucle6tidos OGH, mientras que la cepa silvestre no
generd producto de PCR con los oligonucledtidos ORC, y
utilizando el par OGH se obtuvo un producto de 700 pb
correspondiente al gen hycA. En el caso de las cepas AtatC
(Fig. 1B), utilizando los oligonucleétidos ORC, la cepa
silvestre no generd producto, y la mutante origindé un
producto de 1.1 Kpb, utilizando los oligonucledtidos OGT
la cepa silvestre gener6 un producto de 900 pb
correspondiente al gen tatC y la cepa transformada generd
un producto de 1.2 Kpb que corresponde al gen de
resistencia cloranfenicol.

Fig. 1. Productos de PCR de colonia de las cepas silvestre (WT),
mutante hycA™ (AhycA) y mutante tatC™ (AtatC) de E. coli
W3110.

Conclusiones. El tamafo de los fragmentos amplificados
por el PCR de colonia demostré la remocion de los genes y
que se obtuvieron las cepas E. coli W3110 AhycA y de E.
coli W3110 AtatC. El siguiente paso es la evaluacion de la

capacidad de produccion de hidrégeno por cada cepa.
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