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Resumen

Generacion de construcciones para la transformacién genética de Chlamydomonas reinhardtii
y Escherichia coli para la expresion de enterocina AS-48

La transmision de patogenos mediante los alimentos es un problema mundial de salud publica;
una alternativa para mantener la inocuidad alimentaria es el uso de péptidos antimicrobianos
(PAMs), de los cuales, el mas utilizado es la Nisina; sin embargo, al tener restricciones en su uso
debido sus propias caracteristicas, resulta importante la busqueda de nuevas opciones que
puedan ser ampliamente utilizadas.

La Enterocina AS-48, un PAM producido en Enterococcus faecalis, presenta un amplio espectro
de inhibicion frente a bacterias de interés en la industria alimenticia como Staphylococcus aureus
y Listeria monocytogenes; sin embargo, al ser E. faecalis un patégeno humano, se manifiesta la
necesidad de contar con plataformas de expresion que sean seguras para el ser humano.

Por lo anterior, en el presente trabajo se han desarrollado las construcciones pET32-AS48 y p463-
AS48 que permiten la expresion de la Enterocina AS-48 en la cepa BL21pLysS de Escherichia coliy
en el cloroplasto de Chlamydomonas reinhardtii, respectivamente.

La construccion pET32-AS48 fue introducida en células calcio competentes de E. coli BL21pLysS
mediante choque térmico, y tras confirmar la transformacién y orientacién del gen mediante PCR,
se realizd la induccion de la expresidon de la Enterocina AS-48 utilizando IPTG como inductor;
identificando el péptido recombinante mediante ELISA indirecta. Los resultados muestran que el
péptido transgénico se expresa mayormente en la fraccion proteica insoluble, con las condiciones
de incubacion a 28°C, ImM de IPTG y 6 horas después de la induccidn.

Por otra parte, la construccidon p463-AS48 se inserté en el genoma del cloroplasto de
Chlamydomonas reinhardtii mediante balistica y el cultivo se mantuvo en medio selectivo para
evitar la pérdida del transgén. A la fecha se cuentan con colonias de microalgas creciendo en
medio selectivo.

Con los resultados preliminares obtenidos se sientan las bases para la produccidon a gran escala
de la Enterocina AS-48 y su posterior utilizacién dentro de la industria alimenticia.

Palabras clave: Péptidos antimicrobianos, inocuidad alimentaria, Enterocina AS-48,
Chlamydomonas reinhardtii, Escherichia coli BL21pLysS, expresién de proteinas.
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Abstract

Constructs generation for genetic transformation of Chlamydomonas reinhardtii and
Escherichia coli for enterocin’s AS-48 expression

Food spoilage bacteria transmission is a global public health problem; an alternative to maintain
food safety is the use of antimicrobial peptides (AMPs), of which the most used is Nisin; however,
since its use is restricted due to its own characteristics, the search of new options that can be
widely used is very important.

Enterocin AS-48, an AMP produced in Enterococcus faecalis, has a broad spectrum of inhibition
against bacteria of interest in the food industry such as Staphylococcus aureus and Listeria
monocytogenes; however, since E. faecalis is a human pathogen, there is a need for having a
platform expression safe for humans.

Therefore, in the present work we developed the pET32-AS48 and p463-AS48 constructs that
allow the expression of Enterocin AS-48 in the strain BL21pLysS of Escherichia coli and in the
chloroplast of Chlamydomonas reinhardtii, respectively.

The pET32-AS48 construct was introduced into calcium competent E. coli BL21pLysS cells by heat
shock, and after confirming the transformation and orientation of the gene by PCR, the expression
of Enterocin AS-48 was induced using IPTG; identifying the recombinant peptide by indirect ELISA.
The results show that the transgenic peptide is mostly expressed in the insoluble protein fraction,
with the incubation conditions at 28 ° C, ImM IPTG and 6 hours postinduction.

On the other hand, the p463-AS48 construct was inserted into the chloroplast genome of
Chlamydomonas reinhardtii by biolistic. At present, we have colonies growing in selective
medium.

The preliminary results obtained, lay the foundations for the large-scale production of Enterocin
AS-48 and its subsequent use within the food industry.

Key words: Antimicrobial peptides, food safety, Enterocin AS-48, Chlamydomonas reinhardtii,
Escherichia coli BL21pLysS, protein expression.
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1. Introduccion

1.1 Inocuidad alimentaria

La inocuidad de los alimentos se define como la ausencia, o los niveles seguros vy
aceptables, de peligro en los alimentos que pueden danar la salud de los consumidores
(Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, 2019); siendo estos

patégenos de naturaleza diversa, entre los que destacan los microorganismos.

De acuerdo con datos de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la
Agricultura (FAO), anualmente mas de 600 millones de personas enferman, y 420000 mueren
como resultado de ingerir alimentos contaminados; afectando principalmente a los menores de
5 afios y los habitantes de regiones de bajos ingresos. El impacto de los alimentos insalubres,
ademas, genera pérdidas de produccidon que ascienden a los 95000 millones de ddlares en las
economias de paises de ingresos bajos y medios (Organizacién de las Naciones Unidas para la

Alimentacidén y la Agricultura, 2019).

1.1.1 Aditivos alimentarios

Con la finalidad de producir alimentos seguros para el consumo humano, a través del
tiempo se han afadido sustancias que mejoran o mantiene la inocuidad, sabor, textura y/o
aspecto de los alimentos, los cuales son llamados aditivos alimentarios (World Health

Organization, 2019).



Los aditivos alimentarios han sido utilizados por la humanidad desde hace siglos; como
ejemplos, podemos mencionar la sal de mesa (carnes secas) o el azucar (conservas de fruta), y
conforme a las necesidades de la poblacién, se han desarrollado nuevos compuestos; estas
sustancias se pueden obtener de distintos organismos, o bien producirse de manera sintética para
posteriormente, ser afiadidos al alimento y mejorar alguna de sus caracteristicas propias. De
acuerdo con datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la FAO, estas sustancias pueden

ser clasificadas como sigue basdandose en su funcién (World Health Organization, 2019):

Aromatizantes: Son afiadidos a los alimentos para mejorar su sabor y/o su olor.
Son los aditivos mas utilizados, y existen tanto aromatizantes naturales como los que

imitan los sabores naturales.

Preparaciones de enzimas: Estos aditivos pueden o no estar presentes en el
producto final, ya que son utilizados para catalizar reacciones bioquimicas; son usados

como alternativas a las técnicas quimicas.

Otros aditivos: Esta clase de aditivos, se afiade segun sea requerido en la
preparacion, envasado, transporte o almacenamiento del alimento y estan presentes en
el producto final. Sus propdsitos son diversos, pero son usados mayoritariamente como
conservadores; para proteger a los alimentos de la degradacion por patégenos o factores
ambientales, a la par que previene la contaminacion del alimento y con esto las
enfermedades de origen alimentario; como colorantes, afiadidos para mejorar el aspecto
del producto final, y edulcorantes que son frecuentemente utilizados por su alto poder

endulzante que no aporta calorias.



La OMS en cooperacién con la FAO evalua los aditivos alimentarios basandose en estudios
cientificos, datos bioquimicos y toxicoldgicos, asi como estudios en animales para poder
comprobar su inocuidad y posteriormente, establecer una ingesta diaria admisible. Una vez que
se ha realizado lo anterior, la sustancia en cuestidon, puede ser utilizada (World Health

Organization, 2019).

1.2 Péptidos Antimicrobianos (PAMs)

Los PAMs son componentes de los mecanismos de defensa innatos de los seres vivos
(Quezada Rivera, 2018); son oligopéptidos de entre 2 y 9 kDa y una longitud de 10 a 50
aminodcidos. Tienen una estructura helicoidal de naturaleza catidnica y anfipatica, lo cual facilita

su interaccion con la membrana bacteriana, dafiandola y provocando asi la muerte celular.

Se han descrito una gran cantidad de PAMs, pueden ser sintetizados tanto por procariotas

como eucariotas siendo la principal defensa contra agentes nocivos (Quezada Rivera, 2018).

Como ventaja ante los antibidticos convencionales se menciona su mecanismo de accién,
ya que no se dirigen a un blanco especifico (lo cual puede inducir mecanismos de resistencia); si
no que interactidan con la membrana celular formando poros, dafiando de esta manera su
estabilidad y conduciendo a la muerte celular (Beristain-Bauza, Palou, & Lopez-Malo, 2012;

Quezada Rivera, 2018).

Los PAMs se clasifican en base a los siguientes criterios (Quezada Rivera, 2018):

Con base a la maquinaria biosintética productora:



- Codificados por genes

- No codificados por genes.

Con base en la fuente bioldgica productora:

- PAMs bacterianos (Bacteriocinas)

- PAMs de plantas

- PAMs de animales, etc.

Con base en sus funciones bioldgicas:

- PAMs antivirales

- PAMs antibacterianos

- PAMs antifungicos

- PAMs antiparasitarios

Con base en su estructura tridimensional:

- Familia a: PAMs con estructuras helicoidales

- Familia B: PAMs con estructuras de cadenas B

- Familia a: PAMS con estructuras helicoidales y cadenas 8

- Familia no af: PAMs que no contienen cadenas helicoidales ni B

Con base en los objetivos moleculares:

- Péptidos con objetivos en la superficie celular



- Péptidos con objetivos intracelulares

1.2.1 Bacteriocinas

Los PAMs producidos por bacterias son llamados bacteriocinas (World Health
Organization, 2019) ; son metabolitos secundarios de algunas bacterias Gram positivas y Gram
negativas, asi como de bacterias 4acido lacticas (BAL) que presentan efecto
bactericida/bacteriostatico frente a diversas cepas (Beristain-Bauza et al., 2012). Son péptidos de
entre 20 y 60 aminodcidos, conformados por puentes disulfuro, tioéter o grupos tiol libres y

cuentan con puntos isoeléctricos en un intervalo de pH 8.6 a 10.4 (Quezada Rivera, 2018).

Dentro de sus caracteristicas principales, destaca el ser estables al calor y a pH acidos, lo
gue permite que mantengan su estabilidad aun después de ser sometidas a tratamientos

agresivos de pH y temperatura.

Pueden ser clasificadas como sigue (Beristain-Bauza et al., 2012; Quezada Rivera, 2018):

Clase | Lantibidticos: Son péptidos pequefios de entre 19 y 38 aminoacidos con

peso menor a 5 kDa, son termolabiles y presentan modificaciones postraduccionales.

- Clase la: Péptidos elongados con forma de tornillo y peso molecular menor
a 4kDa, su actividad antimicrobiana se debe a la destruccidon de la célula por
despolarizacion de la membrana. El ejemplo mas representativo de este grupo en

la nisina.



- Clase Ib: Péptidos globulares con peso molecular de entre 1.8 y 2.1 kDa,
tiene carga neta negativa o no estan cargados, su actividad antimicrobiana esta
dada por la inhibicion enzimatica; algunos ejemplos de este grupo son la

duramicina A, B, Cy la cinamisina.

Clase Il No Lantibidticos: Bacteriocinas de entre 30 y 60 aminoacidos con peso
molecular menor de 10 kDa, no contienen aminodacidos modificados, son estables al calor

y al pH.

- Clase lla: Se caracteriza por tener una secuencia amino terminal —Tirosina-
Glicina-Asparagina-Glicina-Valina-Xaa-Cisteina; donde Xaa representa cualquier
residuo de aminoacido, y contiene uno o dos puentes disulfuro. Se conocen tres

Bacteriocinas de este grupo: pediocina PA-1, enterocina A y divercina V41.

- Clase llb: Bacteriocinas con dos péptidos que deben encontrarse en
proporciones similares. Forman poros en la membrana celular, el representante

de este grupo es la sakacina.

- Clase llc: Presentan union de sus extremos carboxilo y amino terminal, lo
gue les confiere una estructura ciclica, y a diferencia de las clases lla y llb, no
contienen la secuencia amino terminal -Tirosina-Glicina-Asparagina-Glicina-
Valina-Xaa-Cisteina. El ejemplo mds representativo de este grupo es la

bacteriocina AS-48.

Clase Il Termolabiles: Estas Bacteriocinas son también denominadas

“bacteriolisinas”, son péptidos de peso mayor a 30kDa y son sensibles al calor. Su



mecanismo de accion esta basado en la hidrélisis de la pared de las células. Algunos
ejemplos de este grupo son la helveticina producida por Lactobacillus helveticus, y la

enterocina que produce Enterococcus faecium.

1.2.2 Enterocina AS-48

La Enterocina AS-48 es un péptido antimicrobiano circular (Figura 1), su codificacidn es
realizada en plasmidos (Heng, Wescombe, Burton, Tagg, & Jack, 2007) y fue descrita inicialmente
en el aflo de 1985 (Galvez, Maqueda, Valdivia, Quesada, & Montoya, 1986), (en ese entonces
llamada bacteriocina S-48); tiene una longitud de 70 aminodcidos, ninguno de ellos modificado.

El péptido tiene una masa molecular de 7.14kDa y un punto isoeléctrico de 10.09 (Burgos,
Pulido, Aguayo, Galvez, & Lucas, 2014). Su estructura circular estd dada por la union de los
extremos N-terminal de la metionina y C-terminal del triptéfano.

Fue inicialmente aislada de la cepa AS-48 de Enterococcus faecalis, y se observé que posee
un amplio espectro de inhibicién contra bacterias Gram positivas y Gram negativas (Galvez et al.,
1986) incluidas algunas especies de relevancia clinica tales como E. coli, K. pneumoniae, P.
ageruginosa y S. aureus, sin embargo, recientemente se ha demostrado su actividad frente a
algunas otras especies bacterianas como L. monocytogenes (Burgos et al., 2014) e incluso algunas
formas de desarrollo de parasitos intracelulares del género Leishmania (Abengodzar et al., 2017).

Su mecanismo de accién (Cebrian et al., 2015) esta dado primero por la unién de dimeros
inactivos de Enterocina AS-48 a la membrana de la bacteria, donde por accién del pH bajo de Ia

periferia de la célula, se disocian y anclan a la membrana estableciendo entre si interacciones



electrostaticas e hidrofébicas; la acumulacion de las moléculas de la Enterocina AS-48 en la
membrana de la célula, la desestabiliza y permeabiliza, ocasionando finalmente su muerte.
Debido a que en la actualidad hay una tendencia hacia los productos naturales, que de
manera minima hayan sido procesados o estén adicionados con sustancias sintéticas (Beristain-
Bauza et al., 2012), se propicia cada vez mds el uso frecuente de productos obtenidos de fuentes
naturales tales como la Enterocina AS-48; sin embargo, al obtenerse de manera natural
cantidades inferiores a las que se requieren, se hace necesaria la busqueda de mecanismos que

permitan cubrir con esta demanda.

Figura 1. Representacion de la Enterocina AS-48.

Tomada de (Burgos et al., 2014)

1.3 Proteinas recombinantes

Las proteinas recombinantes (PR) son aquellas producidas por organismos o células
genéticamente modificadas, los cuales expresan material genético no propio que fue sometido a
tecnologia de recombinacion e insertado en su genoma (Langlais & Korn, 2008). La tecnologia del
ADN recombinante (ADNr) surgid en los 70°s debido a la demanda creciente de proteinas de uso
terapéutico con alta calidad, que no dependiera de fuentes animales, y de una produccion
constante (Quezada Rivera, 2018). El uso de los productos del ADNr se ha vuelto cada vez mas
frecuente (Griesbeck, Kobl, & Heitzer, 2006); desde los ultimos 20 anos se han desarrollado un

gran numero de PR para las industrias farmacéuticas y quimicas; un ejemplo de lo anterior es la



insulina humana “Humulin®”, la cual fue el primer biofdrmaco aprobado, igualmente, cientos de
PR como hormonas, vacunas y anticuerpos monoclonales han sido aprobados por la FDA para su

uso y otros mas estan en vias de serlo.

Para la produccién de PR se puede hacer uso de una variedad de plataformas, desde
microorganismos hasta lineas celulares de insectos, plantas y mamiferos teniendo cada una
caracteristica definidas en cuanto a crecimiento, rendimiento proteico, facilidad de manipulacion
y costos de produccion; por lo que el uso de cada una de ellas conlleva ventajas y desventajas

inherentes a las mismas (Mayfield et al., 2007).

A pesar de la fuerte demanda que se tiene, la produccién de PR en ocasiones se ve
afectada por los altos costos de su produccién en sistemas actuales (Abengdzar et al., 2017), por
lo cual surge la necesidad de contar con sistemas de expresién con costos accesibles y posibilidad

de produccion a gran escala.

1.4 Plataformas de expresion de PR

Existen diversas plataformas de expresion de proteinas, cada una de las cuales son
utilizadas dependiendo de la proteina o péptido de interés. En afios previos se ha demostrado
que las principales plataformas para la expresién de PR, concretamente de PAMSs son las bacterias
y levaduras, seguidas de las plantas (Parachin, Mulder, Viana, Dias, & Franco, 2012), sin embargo,
en afios recientes el uso de otras plataformas como las microalgas ha ido en aumento, ya que se
han logrado producir una gran variedad de compuestos de interés tanto quimico como

farmacéutico (Griesbeck et al., 2006).



Dentro de las bacterias mds comunmente usadas para la produccion de PR destaca
Escherichia coli (Parachin et al., 2012), una bacteria Gram negativa de la cual se conoce
completamente su genoma, permitiendo asi su manipulacién genética; es de rapido crecimiento
y no es exigente en cuanto a nutrientes; su uso estd limitado a proteinas pequefias y que no
requieran modificaciones postraduccionales (Abengdzar et al., 2017), ya que la bacteria no posee
la maquinaria intracelular necesaria para su sintesis. En este mismo grupo, se puede hacer
mencion a otros microorganismos utilizados en menor medida, como lo son los Lactococcus,

Bacillus sp y Pseudomonas (Beristain-Bauza et al., 2012).

Otro tipo de plataformas de expresion comprende las células eucariontes, dentro del cual
se pueden mencionar las levaduras; especies como Pichia pastoris y Saccharomyces cerevisiae
son las mas utilizadas, ya que presentan ventajas tales como permitir la secrecién de las proteinas
al medio y la realizacién de modificaciones postraduccionales (Parachin et al., 2012), permitiendo
asi, disminuir los costos por purificacion y escalamiento del proceso, sin embargo, se debe tener
especial cuidado con los patrones de glicosilacidn, ya que al contar con un sistema de glicosilaciéon
conservado, las levaduras pueden dar lugar a PR carentes de actividad o inmunogénicas (Vieira
Gomes, Souza Carmo, Silva Carvalho, Mendonca Bahia, & Parachin, 2018). En cuanto a las plantas,
han sido utilizadas ampliamente para la expresion de péptidos y PR principalmente con fines de
mejora de los propios cultivos productores, ya que los productos obtenidos no pueden ser
secretados al medio. Al igual que el caso de las levaduras, las plantas presentan patrones de
glicosilacién altamente inmunogénicos (B(1-2)-xilosa y a(1,3)-fucosa), lo cual representa un reto

en cuanto al desarrollo de PR para su uso en humanos (Parachin et al., 2012).
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El uso de cultivos celulares de mamiferos presenta las ventajas de que las PR producidas
son en gran parte idénticas a las producidas originalmente en humanos debido a los mecanismos
de plegamiento de proteinas, glicosilacién y demds modificaciones postraduccionales que las
lineas celulares utilizadas pueden realizar. Esto hace que las PR obtenidas sean utilizadas tanto
para estudios de funcionamiento como para uso terapéutico (Korn & Langlais, 2008). Sin
embargo, la gran desventaja de estos sistemas es la dificultad de su manejo a gran escala, la
facilidad de que se presenten contaminaciones en las lineas celulares, asi como sus elevados

costos de produccién.

En los ultimos afios, el uso de microalgas transgénicas como plataformas de expresion de
PR ha ido en aumento, ya que se ha probado su utilidad en la expresidn de diversos productos de
interés farmacéutico y biotecnolégico, entre otros (Griesbeck et al., 2006). De manera natural, se
ha reportado su uso en la produccién de alimentos, aditivos alimenticios y cosméticos; sin
embargo, el completo aprovechamiento de su potencial va de la mano con el avance de métodos
y herramientas en Biologia molecular, los cuales han presentado crecimientos sélo a fechas

recientes (Griesbeck et al., 2006).

Las microalgas eucariontes como sistemas de expresiéon de PR, ofrecen multiples
beneficios en su uso como una tasa de crecimiento rapido y cultivos econdmicos, ya que sélo
requieren de algunos minerales en comparacion con los cultivos celulares; transformaciéon en
periodos de tiempo cortos y un alto rendimiento en las proteinas recombinantes que expresan
(Campos-Quevedo et al., 2013); ademds, no contienen toxinas ni son afectadas por patégenos
humanos; aunado a esto, la mayoria son reconocidas como microrganismos “GRAS” (Generally

regarded as safe) (Mayfield et al., 2007).
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La decisién del sistema a utilizar depende de la proteina que se quiera expresar (Kay Terpe,
2006), las caracteristicas tales como el tamafio, plegamiento, localizacion, complejidad y
modificaciones postraduccionales de las PR deben ser consideradas al momento de elegir la

plataforma de expresién idénea (Parachin et al., 2012).

1.4.1 Uso de E. coli en la produccién de PR

Escherichia coli es la plataforma de expresién de PR preferida (Chen, 2012; Langlais &
Korn, 2008); su uso tanto en laboratorios de investigacion como centros de desarrollo y
produccién a gran escala se ha mantenido vigente; esto gracias a sus muchas ventajas sobre las
demas plataformas de expresion existentes, entre las cuales se puede mencionar: 1) Su genoma
esta completamente secuenciado, con lo cual se tiene una mayor posibilidad de manipulacién
genética, Il) Se cuenta con una gran variedad de herramientas biotecnoldgicas como cepas
mutantes y vectores de expresion, Ill) Presenta gran facilidad para ser cultivada y alcanza buenos
rendimientos en poco tiempo, ademas que los medios en los que crece son sumamente accesibles
y IV) a pesar de que se encuentra limitada en cuanto a la mayoria de modificaciones
postraduccionales, a la fecha se ha logrado transferir a E. coli el sistema de glicosilacidn presente
en Campylobacter jejuni; lo cual abre las posibilidades para que en un futuro cercano E. coli sea
capaz de sintetizar glicoproteinas (Chen, 2012; Quezada Rivera, 2018; Sgrensen & Mortensen,

2005).

A pesar de las ventajas previamente sefialadas, E. coli presentas desventajas inherentes a
los organismos procariontes; como los son: I) La incapacidad para sintetizar proteinas muy
grandes o de organismos superiores, ya que son necesarias diversas modificaciones

postraduccionales o formacion de puentes de disulfuro que se encuentran disponibles
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Unicamente en eucariontes, Il) No secreta las proteinas de manera eficiente al medio, si no que
se acumulan en el citoplasma y 1) La acumulacidn de lipopolisacarido (LPS), mejor conocido como
endotoxinas en las PR obtenidas, éste es pirogénico en humanos y otros mamiferos, por lo cual
las PR deben de someterse a un paso de purificacién previo a su uso (Quezada Rivera, 2018; Kay
Terpe, 2006). Un problema mas, se presenta cuando la PR forma cuerpos de inclusién, se
encuentra plegada incorrectamente, o bien, se trata de una proteina potencialmente toxica para
la célula huésped; en este caso, los productos obtenidos pueden afectar la normalidad de su
metabolismo y causar disminucién del crecimiento y eventualmente conducirla a la muerte,
haciendo asi imposible de obtener buenos rendimientos de la proteina de interés; otros factores
como la degradacion de proteinas, traduccion ineficiente o el uso de codones no dptimos para E.
coli pueden igualmente conducir a bajos niveles de expresion proteicos. Para minimizar algunos
de estos problemas se han disefiado cepas especializadas que permiten, por ejemplo, mejorar los
rendimientos proteicos en sistemas que utilicen el promotor T7 (BL21 Star ™ (DE3), Invitrogen),
promover la formacién de puentes disulfuro (Origami ™, Novagen) o aumentar la tolerancia y
estabilidad de la cepa BL21(DE3) frente a pldsmidos que codifican para insertos potencialmente
toxicos (pLysS, pLysE) (Clare, Valentine, Catignani, & Swaisgood, 2001; Langlais & Korn, 2008),
entre otros; de esta manera, la eleccién de la cepa a transformar, dependera de las caracteristicas

particulares de la proteina a expresar, asi como de sus aplicaciones.

1.4.2 Uso de Chlamydomonas reinhardtii en la produccién de PR
Las microalgas son organismos fotosintéticos que contribuyen a la fijacién del carbono en
aproximadamente un 50 %; pueden ser tanto procariontes como eucariontes. Estos

microorganismos, y en particular C. reinhardtii, una microalga eucarionte unicelular, ha servido

13



como organismo modelo para elucidar el funcionamiento del cloroplasto (Mayfield et al., 2007);
sin embargo, en afios recientes, su uso como plataforma de expresién de PR ha ido en aumento,
ya que en ella se han logrado producir una gran variedad de compuestos de interés tanto quimico

como farmacéutico (Griesbeck et al., 2006).

Debido a la estructura de C. reinhardetii la expresion de PR es posible en dos diferentes vias
(Griesbeck et al., 2006): la nuclear, con ventajas como la realizacion de modificaciones
postraduccionales y la posibilidad de que los productos sean secretados al medio; y la
cloroplastica, esta ultima resulta novedosa debido a que la microalga cuenta Unicamente con un
cloroplasto que ocupa mas de la mitad del volumen celular, y cuyo genoma tiene
aproximadamente 200 Kb (Quezada Rivera, 2018) lo cual, presumiblemente resultaria en una
mayor expresiéon de la PR de interés.

Se tiene registro de la expresion de algunas PR en el cloroplasto de C. reinhardtii por
mencionar algunas estan: un anticuerpo anti-herpes humano, vacunas como el gen VP1 del virus
de la fiebre aftosa fusionado con la subunidad B de la toxina del cdlera (Griesbeck et al., 2006;
Quezada Rivera, 2018), asi como algunos péptidos bioactivos (Campos-Quevedo et al., 2013); lo
anterior prueba el potencial y la versatilidad que presenta el cloroplasto de C. reinhardtii para la

produccion de PR de interés.

2. Justificacion

La transmision de organismos patégenos a través de los alimentos es un problema de
salud a nivel mundial. Una alternativa para mantener la inocuidad en los procesos de produccién

de los alimentos son los péptidos antimicrobianos (PAMs). En este proyecto se plantea la
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obtencién de dos construcciones genéticas que seran utiles para la expresién del péptido
antimicrobiano Enterocina AS-48 en Chlamydomonas reinhardtii y Escherichia coli. Estas
plataformas de expresidn presentan caracteristicas tales como: Amplias facilidades para su
manipulacidon genética, facil y rapido crecimiento, transformacidon genética rdpida, buen
rendimiento de PR y en el caso de C. reinhardtii capacidad de realizar algunas modificaciones
postraduccionales; en el caso de E. coli se cuenta con el plasmido plLysS, el cual le confiere
resistencia frente a los insertos que como éste pueden ser potencialmente dafiinos para la célula.

La generacidn de estas construcciones representa el primer paso para producir de manera

recombinante a la Enterocina AS-48.

3.  Hipotesis

Es posible disefiar un gen sintético que codifique para la Enterocina AS-48 y clonarlo en
los vectores p463 y pET32. Con estas construcciones sera posible modificar genéticamente a

Chlamydomonas reinhardtii y E. coli BL21-pLysS para obtener cepas transformantes estables.

4.  Objetivo general

Generar construcciones para la transformacién genética de Chlamydomonas reinhardtii y

Escherichia coli para la expresidn de Enterocina AS-48.
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4.1 Objetivos especificos

1. Disefiar un gen sintético que codifique para la Enterocina AS-48 y

oligonucledtidos especificos para su amplificacién.

2. Generar la construccion p463-Enterocina AS-48.

3. Transformar genéticamente a la microalga Chlamydomonas
reinhardtii

4, Generar la construccién pET32-Enterocina AS-48.

5. Transformar genéticamente la cepa de E. coli BL21-pLysS.

6. Obtener lineas transplastomicas y transgénicas estables para cada
sistema.

5.  Metodologia

5.1 Diseflo del gen sintético Enterocina AS-48 y oligonucledtidos especificos

5.1.1 Diseflo del gen sintético codificante para la Enterocina AS-48

Se realizd una busqueda bibliografica de los distintos PAMs; se revisaron sus efectos

antimicrobianos, asi como su posibilidad de aplicacién a largo plazo. Se optd por trabajar con la

Enterocina AS-48 debido al amplio espectro de actividad que presenta, asi como del potencial en

cuanto a lograr su expresidon en un hospedero diferente al género Enterococcus; ya que a la fecha,

los intentos no han sido exitosos (Fernandez, Martinez-Bueno, Martin, Valdivia, & Maqueda,

2007).
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El disefio del gen sintético de la Enterocina AS-48 se realizé en conjunto con la Dra. Ruth
Elena Soria Guerra; contiene 260 pares de bases (pb), ademas de la secuencia codificante para la
Enterocina AS-48, se incluyeron en su secuencia sitios de restriccion Ncol, un sitio de corte de
tripsina, una etiqueta de histidinas y el sitio de unidén a ribosomas; la sintesis y optimizacién de
codones para su expresion en el cloroplasto de Chlamydomonas reinhardtii fue realizada por la

compaiiia Synbio Technologies Inc.

5.1.2 Disefio de oligonucledtidos especificos para amplificacion del gen Enterocina AS-48

Se realizo el disefio de un par de oligonucledtidos especificos para la Enterocina AS-48 (F-
AS48 y R-AS48); cuyo producto de amplificacién esperado es de 168pb. Se utilizd el programa
Oligo Calc para verificar que ambos oligonucledtidos cumplieran los requisitos de contenido de
Guanina y Citosina, formacion de dimeros y horquillas, asi como de temperatura de fusion (°Tm).
Los oligonucleétidos disefiados se verificaron dentro de la pagina de Sigma-Aldrich ®, compafiia

encargada de su sintesis.
5.2 Clonacién del gen Enterocina AS-48 en el plasmido de expresion p463

5.2.1 Transformacion de E. coli TOP 10 con el gen sintético Enterocina AS-48

Con la finalidad de contar con suficiente material genético para los procedimientos
posteriores, se realizd una transformacién de E. coli TOP 10 calcio competentes con el gen
sintético Enterocina AS-48 contenido dentro del plasmido de clonacién pUC57.

Se tomaron 2 uL de la construccion pUC57AS48 enviada por el fabricante y se realizd la
transformacién de E. coli TOP 10 calcio competentes mediante choque térmico, posteriormente
se sembraron en placas de agar Luria-Bertani (LB) con 100 mg/L de Kanamicina como agente de

seleccion y se dejaron incubar durante 24 h a 37 °C. Se identificaron las colonias transformadas
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mediante PCR de colonia, mismas que se inocularon en medio liquido LB adicionado con 100 mg/L
de Kanamicina y se realizé un stock de glicerol con este cultivo (pUC57-AS48). Se extrajo ADN
plasmidico mediante el Kit de purificacién Wizard® de Promega y se almacené a -20 °C hasta su
uso.

5.2.2 Transformacion de E. coli TOP 10 con el plasmido p463

A fin de contar con suficiente plasmido p463 para los siguientes pasos de clonacion, se
propagd dicho vector a partir de una alicuota donada por la Dra. Luzmila Martinez con la cual se
transformaron células de E. coli TOP 10 calcio competentes mediante choque térmico, las células
se plaguearon en medio LB sélido con Ampicilina a 100 mg/L como agente de seleccidn, tras
obtener colonias positivas se realizaron cultivos en LB liquido manteniendo la presidn selectiva,
para posteriormente realizar un stock del cultivo en glicerol y finalmente extraer el ADN
plasmidico mediante el kit de purificacion Wizard® de Promega, mismo que se almacend a-20 °C
hasta su uso.

5.2.3 Digestion de los vectores pUC57-AS48 y p463

Para obtener la construccion p463-Enterocina AS-48, en lo sucesivo llamada p463-AS48
gue se utilizdé para trasformar el cloroplasto de Chlamydomonas reinhardetii, se realizaron en
primer lugar dos digestiones del ADN plasmidico obtenido en las secciones anteriores; se utilizd
la enzima Ncol de la compaiia ThermoScientific; la primer digestidn fue para liberar el inserto y
la segunda para linealizar el plasmido p463; ambas se realizaron a 37 °C durante 2 h y de acuerdo
a las cantidades descritas en la tabla 1, transcurrido el tiempo, el producto de ambas digestiones
se corrieron en geles de agarosa (1 % para el plasmido y 2 % para el inserto) y se utilizaron

marcadores de peso molecular (1 kb para el pldsmido y 100 pb para el inserto) para comprobar
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el resultado de las digestiones. Los dos geles se corrieron a 70 V durante 90 min, pasado este
tiempo, se llevaron al transiluminador para observar las bandas correspondientes, y con ayuda
de un bisturi se procedid a cortarlas. Las bandas con los productos de las digestiones se
purificaron con el Kit de Extraccién GenElute™ de Sigma-Aldrich de acuerdo a las instrucciones
del fabricante. Los productos obtenidos (pldsmido purificado e inserto) se almacenaron a -20 °C

hasta su uso.

Tabla 1. Condiciones para la digestidon con Ncol
Reactivo Volumen (pL)
Enzima (Ncol) 0.5
Buffer 10x 1.5
ADN plasmidico De acuerdo a concentraciones obtenidas
Agua estéril csp 15

5.2.4 Desfosforilacion del plasmido de expresion

Con la finalidad de evitar una re-ligacién del plasmido, se realizé una desfosforilacion del
mismo utilizando la enzima fosfatasa antdrtica de BiolLabs Inc.®, la mezcla de reaccidn se preparé
de acuerdo a las cantidades indicadas en la tabla 2, se incubé a 37 °C durante 2 h y
posteriormente, 2 min a 65 °C para inactivar la enzima. El plasmido p463 linealizado vy

desfosforilado (P+F) se almacend a -20 °C hasta su uso.

Tabla 2. Condiciones para la desfosforilacion del plasmido
Reactivo Volumen (puL)

Enzima (Fosfatasa antartica) 1

Buffer 1

Plasmido purificado 6

Agua estéril 2

Volumen total 10
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5.2.5 Construccion del vector de expresion p463-AS48

El vector de expresidon p463-AS48 se construyd ligando el inserto liberado previamente
con el plasmido p463 linealizado y desfosforilado mediante una T4 ADN Ligasa de la compaiiia
BioLabs Inc®, se realizé la mezcla de ligacién guardando la relacion plasmido:inserto de 1:3 de
acuerdo a lo indicado en la tabla 3, y se llevd a 28 °C durante 2 h, posteriormente se incubd a 4

°C durante 24 h, obteniendo asi la ligacion p463-AS48.

Tabla 3. Condiciones para ligacidon con la T4 ADN ligasa

Reactivo Volumen (uL)
Inserto (Enterocina AS-48)

Plasmido P+F 2

T4 ADN Ligasa 0.5
Buffer 10x 1
Agua 0.5

5.2.6 Transformacion de E. coli TOP10 con la ligacion p463-AS48

Se transformaron células calcio competentes de E. coli TOP 10 mediante la técnica de
choque térmico, se utilizaron 2 pL de la mezcla de ligacién obtenida en la seccidn previa y se
adicionaron al tubo que contenia las células calcio competentes, mismo que se incubo en hielo
por 10 min. El choque térmico se realizd a 43 °C durante 2 min y posteriormente las células se
colocaron nuevamente en hielo por 5 min, pasado este tiempo, se adicioné 1 mL de medio LB en
condiciones de esterilidad y se llevd a incubar a 37 °C durante 45 min manteniendo agitacion
vigorosa (150 rpm). Al término de la incubacion, se centrifugé el tubo a 10000 rpm durante 1 min,
se decantd el sobrenadante y se resuspendio la pastilla de células transformadas. Posteriormente,
se tomaron 100 pL de estas células y con ayuda de un asa de Diagralsky, se extendieron en cajas

de Petri con medio LB sélido + 100 mg/L Ampicilina como agente de seleccion y se incubaron
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durante 24 ha 37 °C. Al tener colonias creciendo en medio selectivo se confirmd la transformacion
mediante PCR y se realizd cultivo liquido de las mismas, manteniendo la presion selectiva.
Finalmente se realizé un stock de glicerol de los cultivos, el cual fue almacenado a -60 °C para su
conservacién y posterior uso.

5.2.7 Extraccion de ADN plasmidico

Con la finalidad de confirmar la presencia del gen de la Enterocina AS-48 en el vector de
expresion p463-AS48, se realizd una extracciéon del ADN plasmidico con el kit de purificacion
Wizard® de Promega.

Se partid del cultivo en medio LB liquido + 100 mg/L Ampicilina, se tomaron 1.5 mL del
mismo, y se centrifugaron a 12000 rpm durante 2 min; el sobrenadante se decanté y la pastilla
de células fue resuspendida con 250 pL de solucidén de resuspension celular; posteriormente, se
afiadieron 250 pL de la solucién de lisis celular y se mezcld 4 veces por inversion, se agregaron 10
pL de proteasa alcalina, y nuevamente se homogeneizd 4 veces por inversion, se incubé por 5 min
a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se afadieron 350 pL de la solucion de
neutralizacion y tras invertir el tubo 4 veces para homogeneizar el contenido, se centrifugé a
12000 rpm durante 10 min; al término de este paso, se utilizaron el tubo colector y la columna
(incluidos en el kit), insertando dentro del tubo colector la columna y vertiendo dentro de ésta el
sobrenadante con ayuda de una micropipeta; posteriormente se sometid a centrifugacion
durante 1 min a 12000 rpm; el sobrenadante, que quedd en el tubo colector se desechd. Se
realizaron tres ciclos de centrifugacion mas a la misma intensidad: el primero durante 1 min con
750 uL de la solucion de lavado con etanol, el segundo con duracién de 2 miny 250 pL de la misma

solucién (entre cada una de estas series se descartd el sobrenadante) y el ultimo durante 2 min,
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donde se afladieron 50 pL de agua libre de nucleasas y se sustituyd el tubo colector por un tubo
estéril de 1.5 mL donde se recolectd el ADN extraido.

Para confirmar la integridad del ADN plasmidico extraido, se realiz6 una electroforesis en
gel de agarosa al 1 %, se cargaron 5 puL de ADN mads el buffer de carga y el gel se corrié a 100 V
durante 15 min. Posteriormente, el gel se visualizo en el transiluminador.

5.2.8 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para confirmar la transformacion

Una vez extraido el ADN plasmidico de la construccion p463-AS48 tal como se indicé en la
seccion anterior y con los oligonucledtidos disefiados se realizd una reaccidon en cadena de la

polimerasa (PCR) con los reactivos descritos a continuacion:

Tabla 4. Composicion de la mezcla de PCR
Reactivo Volumen (uL)
Buffer + MgCl, 10X 2.5
dNTP’s 10mM 0.5
Oligonucledtido  Reverse  AS48 05
10mM
Oligonucledtido  Forward  AS48 05
10mM
Tag polimerasa 0.5
ADN plasmidico (100 ng) 0.5
Agua estéril 20
Volumen total 25

Ademads de los tubos de reaccién con las clonas a analizar, se incluyd como control positivo
ADN plasmidico de las células E. coli TOP 10 transformadas con el pldsmido pUC57-AS48; y un
control negativo en el cual el volumen de ADN plasmidico se sustituyd por agua estéril.

Se configurd el termociclador de acuerdo a las condiciones descritas a continuacion:
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Tabla 5. Condiciones de la PCR
Temperatura (°C) Tiempo (min) Ciclos

Desnaturalizacion

inicial 4 3 !
Desnaturalizacién 94 0.5 35
Alineamiento 55 0.5 35
Extensidn 72 0.5 35
Extension final 72 5 1

Al finalizar la PCR se analizaron los productos de la reaccion mediante electroforesis en gel
de agarosa al 2 %, corriendo el gel a 70 V durante 30 min. El gel obtenido se observo
posteriormente en el transiluminador para identificar la banda esperada.

5.2.9 PCR de orientacién para la construccién p463-AS48

Debido a que el gen de la Enterocina AS-48 esta flanqueado Unicamente por sitios de
restriccion para la enzima Ncol fue necesario realizar una PCR para confirmar la correcta
orientacion del gen (5’ — 3’), ya que existe la posibilidad que se encuentre clonado en sentido
inverso (3’ — 5’). Esta PCR se realizé segun la composicion de la tabla 4, sustituyendo el
oligonucledtido Reverse AS48 por el Reverse aadA; se incluyé ademas de las clonas a analizar, un
control negativo, en el cual el volumen correspondiente al ADN se sustituyd por agua estéril. Se
programo el termociclador de acuerdo con lo indicado en la tabla 5.

Al confirmar la orientacidon correcta del gen en la construccién, se realizaron analisis de

restriccion.
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Figura 2 Sitio de amplificacion para confirmar la unién en sentido 5’-3’ del gen Enterocina
AS-48 en el vector de expresion P464.

5.3 Transformacion del cloroplasto de Chlamydomonas reinhardtii por el método de
biobalistica

La transformacién de cloroplastos es uno de los mas utilizados debido a las ventajas que
ofrece sobre la transformacion nuclear (Kanamoto et al., 2006); estas ventajas estdn
principalmente relacionadas por la cantidad de copias del genoma que hay en un cloroplasto en
comparacion con el nlcleo; debido a lo cual, la proteina de interés puede llegar a expresarse en
mayores concentraciones.

Ademads, el método de biobalistica, basado en el bombardeo con microparticulas de oro
recubiertas con el ADN de interés se ha descrito como el mejor método para la transformacion
de organelos como la mitocondria o el cloroplasto (Patifio Rodriguez, 2007).

5.3.1 Preparacién de las células

Se partié de un cultivo liquido de Chlamydomonas reinhardtii en medio TAP con tres dias
de crecimiento, el cual fue usado como preindculo para 200mL de medio TAP liquido que se llevo
a incubacién hasta alcanzar fase logaritmica bajo condiciones de luz blanca con fotoperiodo de

16 h luz 8 h oscuridad en agitacion constante. El cultivo se sometié a centrifugacién durante 5
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min a 3000 rpm con la finalidad de concentrar la biomasa y posteriormente se sembraron 200 pL

de las células en el centro de una caja con medio TAP sdélido.

5.3.2 Preparacién de la suspension de particulas de oro

Se pesaron 50 mg de particulas de oro de 1 um de didmetro en un tubo de 1.5 mL y se
agregd 1 mL de etanol puro grado biologia molecular, agitando por 3 min, posteriormente, se
centrifugd a 14000 rpm durante 5 min y se descartd el sobrenadante; en seguida se afiadié un
volumen de etanol al 70 % y tras mezclar vigorosamente 2 min, se dejo reposar a temperatura
ambiente durante 15 min, agitando cada 5 min; al final de este periodo, se centrifugd nuevamente
a 14000 rpm por 3 min, y tras descartar el sobrenadante, se afiadié 1 mL de agua destilada y se
agitd durante 1 min, la mezcla se dejo reposar por 1 min, y posteriormente se centrifugd a 13000
rom durante 2 min; estos lavados se repitieron dos veces, al final de los cuales, se afiadié un
volumen de glicerol 50 % (v/v) adecuado para alcanzar la concentracion de particulas a 60 mg/mL.

Finalmente, las particulas se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

5.3.3 Preparacién del material para bombardeo

Para recubrir las microparticulas de oro con el ADN a introducir, se agregaron 10 pL del
material genético (vector p464-AS48, a una concentracion de 1 pg/uL) a 50 pL de la suspension
de particulas preparada previamente; la mezcla se agité de manera intensa durante 5 min,
posteriormente se afadieron 50 pL de CaCl, 2 M estéril + 20 pL de espermidina 0.1 M y se mezcld
nuevamente por espacio de 20 min manteniendo la temperatura a 4 °C, posteriormente se
agregaron 200 plL de etanol absoluto a temperatura ambiente, se agitd por 5 s y finalmente se

centrifugd por 30 s a 10000 rpm. Este procedimiento se repitio 4 veces descartando el
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sobrenadante en cada uno de ellos. Por ultimo, el pellet formado se resuspendié en 30 plL de
etanol al 100 % y se mantuvo en hielo hasta su uso.

5.3.4 Bombardeo con particulas de oro

Para realizar el protocolo de biobalistica se utilizaron las particulas de oro recubiertas con

la construccidon p464-AS48 preparadas previamente y se siguieron los parametros indicados en la

tabla 6.
Tabla 6. Condiciones para la transformacion del
cloroplasto de C. reinhardtii mediante balistica.
Parametro Unidades
Distancia de disparo 9cm
Vacio de Hg 20 pulgadas
Presion de He 1000 psi
Didmetro de particulas de oro recubiertas 1uM

Posterior al disparo, las cajas se sellaron y se incubaron durante tres dias a 25 °C,
transcurrido este tiempo, se afiadié 1 mL de medio TAP sélido a cada caja para recuperar las
células, las cuales fueron resembradas en medio TAP sélido adicionado con 50 mg/L de
Espectinomicina como agente de seleccidn. Las cajas se mantuvieron en incubacién a 25 °C. Las
resiembras subsecuentes se realizaron cada 15 dias en medio TAP sdlido aumentando la presion
selectiva a 100 mg/L de Espectinomicina y afiadiendo un control de una cepa WT al medio
selectivo. Al cumplirse tres rondas de seleccion, las colonias resistentes al antibidtico se

resembraron en medio TAP liquido + Espectinomicina (100 mg/L).
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5.4 Clonacién del gen Enterocina AS-48 en el plasmido de expresion pET32

5.4.1 Linealizacion del plasmido pET32

La construccion pET32-Enterocina AS-48, que en lo sucesivo se nombrara como pET32-
ASA48 se realizo a partir del plasmido pET-32a (+). El cultivo de E. coli que contenian dicho plasmido
fue donado por el Dr. José Francisco Morales Dominguez de la UAA, a partir de éste se realizd un
stock en glicerol el cual se conservé a -60 °C. Aparte, se crecid este mismo cultivo en medio LB
liquido mas Ampicilina a 100 mg/L el cual sirvié para realizar una extraccion de ADN plasmidico
mediante el kit de extraccion Wizard® de Promega tal como se describié anteriormente. Se
verificd su concentracidn utilizando el NanoDrop y se realizé la digestion con la enzima Ncol de
Thermo Scientific siguiendo las cantidades indicadas en la Tabla 1. La mezcla de digestion se
incubd a 37 °C durante dos horas; posteriormente se corrié en un gel de agarosa al 1 % durante
90 min a 70 V. El gel se visualizd en el fotodocumentador, y se identificé y corté la banda
correspondiente al plasmido linealizado. La banda obtenida se purificd utilizando el Kit de
Extraccion GenElute™ de Sigma-Aldrich segun el procedimiento descrito por el fabricante. El
plasmido linealizado y purificado (P+D) se almacend a -20 °C hasta su uso.

5.4.2 Desfosforilacion del plasmido pET32

Para evitar que el plasmido se ligue nuevamente, el plasmido pET32 linealizado se traté
con la enzima fosfatasa antartica de la marca BiolLabs Inc.® la mezcla de reaccién se preparé de
acuerdo ala Tabla 2 y se incubd a 37 °C durante 2 h, posteriormente se inactivé la enzima a 65 °C
por 5 min. El pldsmido pET32 purificado, digerido y desfosforilado (P+D+F) se almacend a -20 °C

hasta su uso.
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5.4.3 Construccion del vector de expresion pET32-AS48

El vector de expresion pET32-AS48 se construyd ligando el inserto liberado previamente
(gen AS-48) con el plasmido pET32 P +D+F utilizando una T4 DNA Ligasa de la compaiiia BiolLabs
Inc®; se realizé la mezcla de ligacidn guardando la relacion plasmido:inserto de 1:3 de acuerdo
con la Tabla 3, y se incubd a 28 °C durante 2 h y posteriormente a 4 °C durante 24 h, obteniendo
asi la ligacion pET32-AS48.

5.4.4 Transformacion de E. coli TOP10 con la ligacion pET32-AS48

Se transformaron células calcio competentes de E. coli TOP10 utilizando la técnica de
choque térmico descrita previamente. Se utilizaron 3 plL de la ligacion pET32-AS48 obtenida en la
seccion previa. Las células se plaquearon en medio LB adicionado con Ampicilina a 100 mg/Ly se
cultivaron a 37 °C durante 24 h.

Al tener colonias creciendo en medio selectivo se realizd un cultivo liquido de las mismas
manteniendo la presion selectiva. Posteriormente se extrajo ADN plasmidico utilizando el kit de
purificacién Wizard® de Promega de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se confirmé la
integridad del ADN obtenido mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1 % (100 V durante

20 min), y posteriormente fue almacenado a -20 °C hasta su uso.

5.4.5 PCR para confirmar transformacion

Con el ADN obtenido en la seccion anterior se realizé una PCR con la finalidad de confirmar
la presencia del gen que codifica para la Enterocina AS-48 en la construccion pET32-AS48. Las
mezclas de reaccidn se realizaron de acuerdo a la tabla 4 y las condiciones del termociclador

fueron las descritas en la tabla 5.
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El producto de reaccion obtenido se corridé en un gel de agarosa al 2 % a 70 V durante 45

min, y posteriormente se observd en un transiluminador.

5.4.6 PCR de orientacién para la construccién pET32-AS48

Como se comentd previamente, el gen que codifica para la Enterocina AS-48 esta
flanqueado por sitios Ncol; debido a esto, es necesario asegurar que se encuentre clonado en el
sentido adecuado (5’-3’); para esto se realizé una PCR de acuerdo a la tabla 4 sustituyendo el
oligonucledtido Forward-AS48 por el Forward-pET. Las condiciones de la PCR fueron igual a las
indicadas en la tabla 5, excepto por la temperatura de alineacion, que fue de 57 °C.

Los productos obtenidos se analizaron en un gel de agarosa al 2 %, corriendo a 70 V
durante 30 min, y posteriormente se observd en un transiluminador para identificar la banda
esperada.

Se identificaron las clonas que contaban con el gen que codifica para la Enterocina AS-48
y que se encontraban en sentido y se enviaron para su secuenciacién. Finalmente, las clonas

positivas, se almacenaron en glicerol 50 % a -60 °C hasta su uso.
5.5 Expresion del péptido antimicrobiano Enterocina AS-48 en E. coli BL21-pLysS

5.5.1 Induccién con IPTG

La expresion de la Enterocina AS-48 transgénica esta bajo el control del promotor T7, este
sistema de expresion es de los mas utilizados debido a que la RNA polimerasa T7 es 5 veces mas
rapida que la RNA polimerasa de E. coli (Kay Terpe, 2006).

Debido a esto, es necesario el uso de un inductor, que para este estudio fue el IPTG

(isopropil-B-D-tiogalactésido), éste es un analogo no hidrolizable de la lactosa, pero que puede
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unirse a la proteina represora y de esta manera, permitir que la polimerasa inicie la transcripcién
de las proteinas bajo el control del promotor T7.

Se ha observado que factores como la concentracién de IPTG, la temperatura de
incubacién y el tiempo posterior a la induccién influyen en la expresién de proteinas transgénicas
en E. coli (Larentis et al., 2011), por lo cual, para evaluar si las variaciones en estos factores
afectaban la expresidn de la Enterocina AS-48, se realizd un disefio factorial en dos temperaturas
de incubacién (28 °Cy 37 °C).En cada disefio se probaron cuatro concentraciones de IPTG y tres
tiempos de muestreo posteriores a la induccion, ademas, al no tener referencia de dénde se
expresaria la Enterocina AS-48, fueron evaluadas las fracciones proteicas soluble e insoluble,

guedando los factores evaluados como sigue:

Factor Niveles
Concentracion de IPTG (mM) 0,0.1,05y1
Tiempo post-induccion (h) 4,6y12
Fracciones proteicas Soluble e insoluble

La combinacion de los factores resultd en un total de 24 experimentos para cada temperatura,
cuyos resultados fueron analizados con el software Minitab® 19.2020.1.La metodologia para la
induccion del cultivo se realizé conforme a lo descrito por Larentis y colaboradores (2011) con
algunas modificaciones.

Se partid de un pre-indculo crecido en 10 mL de medio LB + 100 mg/L de ampicilina, este
cultivo se crecid en agitacion (150 rpm) a 37 °C toda la noche; de este pre-indculo se tomd una
alicuota para ajustar a una DO de 0.1 (600 nm) un matraz de 250 mL con 50 mL de medio LB
manteniendo la presidn selectiva y la agitacion como en el paso previo; una vez que este matraz

alcanzé la DO de 0.6 (600 nm), el cultivo se dividié por mitades en matraces de 125 mL.
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Posteriormente, cada uno de los matraces de 125 mL se incubd en agitacién (150 rom) a 28 °Co
37 °Cy se les adiciond la concentracion de IPTG correspondiente al experimento de ese dia.

Se tomaron muestras de 1 mL a los horarios indicados previamente, las cuales fueron
centrifugadas para colectar la biomasa (14000 rpm, 5 min, 4 °C). La pastilla resultante fue

almacenada a -20 °C hasta la extraccion de proteinas.

5.5.2 Extraccion de proteinas

Debido a las caracteristicas de hidrofobicidad de la Enterocina AS-48 (GRAVY 0.53), se
penso que su localizacidn podia ser en cuerpos de inclusion, para lo cual fue necesario utilizar una
metodologia que permitiera solubilizar las proteinas presentes en ellos. De manera general, estas
metodologias consisten en: 1) Aislar los cuerpos de inclusidn, Il) Solubilizar los cuerpos de inclusién
y lll) Plegado de las proteinas solubilizadas, para finalmente poder purificarlas (Singh, Upadhyay,
Upadhyay, Singh, & Panda, 2015).

Para la extraccion de proteinas en cuerpos de inclusidn, se partié de la pastilla de 2 mL de
muestra colectada a cada una de las horas establecidas; la cual fue resuspendida en 100 pL de
PBS y posteriormente sonicada (3 ciclos de 10 s a 30 % de amplitud por 10 s de descanso) en un
bafio de hielo; en seguida la muestra se centrifugd durante 15 min a 13000 rpm y 4 °C, el
sobrenadante, que corresponde a las proteinas de la fraccion soluble fue almacenado a 4 °C, y la
pastilla fue resuspendida en 50 pL de PBS + 1 % de Triton X-100 mezclando suavemente durante
5 min, al término de los cuales se centrifugd nuevamente bajo las mismas condiciones eliminando
el sobrenadante. El lavado se repitié ahora sin Triton X-100 y al término se resuspendid en 50 pL
de PBS. La suspensidon resultante se dividid en cuatro alicuotas de 12.5 plL las cuales se

centrifugaron durante 15 min a 13000 rpm y 4 °C. Posteriormente, con la finalidad de solubilizar
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los cuerpos de inclusidn, cada fraccion fue lavada con una distinta concentracidn de urea en PBS,
siendo las concentraciones probadas 0 M, 1 M, 2 M y 4 M. El lavado se repitio sin urea para
posteriormente resuspender cada pastilla en 50 uL de PBS + 8 M de urea; esta suspension se
incubd durante toda la noche a 4 °C. Finalmente, al término de este tiempo cada fraccién fue
centrifugada bajo las condiciones descritas previamente; el sobrenadante, que contiene los

cuerpos de inclusidn solubilizados se almacend a 4 °C para su estudio posterior.

5.5.3 Cuantificacién de proteinas totales

Para llevar a cabo la cuantificacion de proteinas, se realizd una curva de calibracién
utilizando como estandar BSA de acuerdo al protocolo indicado por Bio-Rad. Se preparé un stock
de BSA a 1 mg/mL, a partir del cual se realizaron las diluciones correspondientes para tener 500
uL de cada uno de los siguientes patrones: 5, 10, 15, 20, 25 y 30 ug/mL de proteina.
Posteriormente, en una microplaca de ELISA se aifadieron por triplicado 100 pL de reactivo de
Bradford en 7 pozos (uno por cada concentracion mas un control sin BSA), seguidos de 100 uL de
cada una de los patrones. Cada pozo se homogenizé perfectamente y posteriormente la placa se
dejd incubar durante 3 min a temperatura ambiente y protegiendo de la luz. Al término de este
tiempo, se registré la absorbancia de la placa a 600 nm, y con las lecturas obtenidas se generé la
curva estandar de BSA.

Se realizé una dilucidn 1:5 de los extractos proteicos obtenidos previamente, de los cuales
se tomaron 5 pL que se aforaron a 50 pL con agua estéril en una microplaca de ELISA. Sobre cada
uno de los pozos que contenian las muestras se anadieron 50 plL de reactivo de Bradford y se

homogenizé perfectamente. En seguida la placa se protegié de la luz e incubd a temperatura
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ambiente durante 3 min, tras los cuales se leyé a 600 nm. Este procedimiento se realizé por

triplicado. Las lecturas obtenidas se interpolaron en la curva estandar obtenida previamente.

5.5.4 |dentificacién del péptido antimicrobiano Enterocina AS-48 recombinante

Con el uso de las proteinas transgénicas en aumento se hace presente la necesidad de
contar con estrategias que permitan su identificacion y obtencidn en gran escala con la mayor
pureza posible. Los métodos mas comunes son la adicion de “etiquetas” peptidicas que no
interfieran con el efecto de la proteina de interés; de estos métodos, la etiqueta de histidinas es
la mas utilizada (K. Terpe, 2003).

La identificacion de la Enterocina AS-48 transgénica se realizd mediante la técnica ELISA
(Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima) aprovechando la etiqueta de Histidinas en el
extremo 5’ que fue afiadida en la secuencia.

En primer lugar, se realizé la identificacidon del péptido antimicrobiano Enterocina AS-48
mediante su peso molecular (7149 Da), para lo cual se prepararon geles de tricina-SDS Page con
ureay se utilizé un marcador de bajo peso molecular (Amersham ™ Rainbow ™ Marker-Low Range
3500-40000 Da). Los geles se prepararon de acuerdo a los siguientes volumenes, lo cual es

suficiente para dos geles de 1mm:

Tabla 4. Gel separador
REACTIVOS 16 % Gel

AB-3 10 mL
Gel buffer (3X) 10 mL
Glicerol 38

Urea 10.8g
Volumen final de agua 30 mL
APS (10 %) 100 pL
TEMED 10 L
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Tabla 5. Gel concentrador
REACTIVOS 4 % Gel
AB-3 1mL
Gel buffer (3X) 3mL
Volumen final de agua 12 mL
APS (10 %) 90 pL
TEMED 9 uL

Una vez que los vidrios se colocaron en la base y se verificd que no hubiera fugas, se vertio
el gel separador hasta 2 cm antes del borde de los vidrios y el volumen restante se llend con
isopropanol para facilitar la polimerizacion e impedir la entrada de aire al gel; se dejé polimerizar
por 30 min, tras los cuales se retird el isopropanol y su volumen fue sustituido por gel
concentrador; al final se colocé el peine para formar los pozos y el gel se dejé polimerizar por
otros 30 min, tras los cuales se retird el peine y los vidrios se desmontaron de la base para
colocarlos en la camara de electroforesis.

Los extractos proteicos obtenidos previamente se cargaron en los pozos (1 ug de muestra
por pozo); y aparte se utilizaron controles de lisozima e insulina ademas de incluir el marcador de
bajo peso molecular. Posteriormente se corrid la electroforesis aplicando 30 V iniciales y cuando
el frente de carga paso el gel concentrador, se aumentd a 200 V hasta el final de la corrida.

Una vez realizada la electroforesis de proteinas, los geles fueron tefiidos con la técnica de
tincion rapida con azul de Coomassie (Tabla 6) adaptada de Wong et al (2000), la cual consistio
en colocar el gel en un recipiente apto para microondas y cubrirlo con el reactivo A, en seguida
se llevd al microondas hasta ebullicidon y posteriormente se enjuagd con agua destilada; este

procedimiento se repitid con los reactivos B, C y D. Finalmente, se vertid nuevamente reactivo D
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y se dejé toda la noche para destefiir por completo el gel. Al dia siguiente, se buscd en el gel la
banda correspondiente a la Enterocina AS-48.

Para el ensayo de ELISA, se utilizaron microplacas de 96 pozos. Se colocd en cada uno 50
uL de buffer de carbonatos (35 mM NaHCOs + 14 mM NaxCOs) y posteriormente se afiadieron por
triplicado 50 pL de agua estéril (blanco) o 1 pg de cada fraccidn de las proteinas previamente
cuantificadas. Tras homogeneizar el pozo, se realizaron tres diluciones seriadas tomando 50 plL
del primer pozo y pasandolos al siguiente, los ultimos 50 uL se descartaron. Posteriormente, la
placa se cubrid con papel aluminio y se incubd durante 24 h a 4 °C. Transcurrido este tiempo, la
placa se lavo tres veces con 200 pL de TBS-T (20 mM Tris + 0.15 M NaCl +0.05 % Tween 20) y
posteriormente se bloquearon los sitios libres utilizando leche descremada al 6 % disuelta en TBS
(20 mM Tris + 0.15 M NaCl) durante 5 h a temperatura ambiente. La placa se lavdo nuevamente
tres veces con 200 pL de TBS-T, y posteriormente, se afiadio el anticuerpo primario (Anti-His) a
una dilucién 1:2000 disuelto en TBS mas leche 1 %; se incubd durante 2 h a 37 °C, transcurrido
este tiempo, la placa se lavd como anteriormente se describid y en seguida, se afadié el
anticuerpo secundario ligado a peroxidasa a una dilucion 1:5000; la dilucién se preparé en TBS
mas leche al 1 %. La placa se dejo incubar por 2 h a temperatura ambiente. Al término de este
paso, la placa se lavé nuevamente 3 veces con 250 pL TBS-T. Finalmente, se afiadié a cada pozo
50 pl del sustrato ABTS (Acido 2,2-azino-bis 3-etilbenztiazolina-6-sulfonico) disuelto en buffer de
fosfatasa recién preparado (0.1 M NaHCOs3 + 1 mM MgCl, pH 9.8) a una concentracién de 1
mg/mL, la placa se dejo reposar hasta observar el cambio de coloracidn, en ese momento se

registraron las lecturas de absorbancia a 450 nm.
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Tabla 6. Preparacion de soluciones para la tincion rapida de Coomassie

Azul de Acido acético Agua
Solucién Coomassie CBR- | Isopropanol (mL) .
(mL) desionizada (mL)
250 (g)
A 0.5 250 100 650
B 0.05 100 100 800
C 0.02 - 100 900
D - - 100 900
6. Resultados

6.1 Diseflo del gen sintético Enterocina AS-48 y oligonucledtidos especificos

6.1.1 Diseflo del gen sintético

El gen sintético codificante para la Enterocina AS-48, fue disefado con ayuda de la Dra.

Ruth Elena Soria Guerra, la sintesis y optimizacién de codones para su expresion en el cloroplasto

estuvo a cargo de la companiia Synbio Technologies Inc. Los detalles de su secuencia se muestran

en la figura 4.

5’CCATGGTACACCACCACCACCACCACCGT

GCTAAGGAGTTCGGGATTCCTGCCGCTGTGGCTG
GTACGGTGCTCAACGTCGTCGAGGCCGGGGGCTGGGTGACGACGATTGTGAGCATCCTGACCGCCGTCGGTA
GCGGGGGGCTGTCCCTGCTCGCGGCTGCTGGGCGCGAGAGCATTAAGGCGTACCTCAAGAAGGAGATCAAG

AAGAAGGGCAAGCGCGCTGTGATCGCTTGG AGGAGGACAGCCATGGTA -3’

Figura 3. Secuencia del gen sintético Enterocina AS-48

paro (rosa) y un sitio de union a ribosomas (verde).

El gen se compone de 260 pb; se muestran los sitios de restriccidon para la enzima Ncol (azul), la
etiqueta de histidinas (rojo), un sitio de corte de tripsina (morado), el coddn de inicio (gris), codén de

Después de la expresién de este gen, se espera obtener un péptido de 7149 Da con un pl

de 10.83.
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6.1.2 Diseflo de oligonucledtidos especificos para amplificacién del gen Enterocina AS-48

Con la finalidad de poder verificar la ligacion del transgén a los vectores p463 y pET32; se

disefiaron un par de oligonucledtidos especificos cuyas caracteristicas estan descritas a

continuacion:

Tabla 7. Oligonucledtidos especificos para Enterocina AS-48

Secuencia Tm (°C) % GC
F: 5’-ATGGCTAAGGAGTTCGGGAT-3’ 63.6 50
R: 5-CTTGAGGTACGCCTTAATGC-3’ 61.2 50

Con estos oligonucleétidos se espera obtener un amplicén de 168pb.

6.2 Construccion del vector de expresion p463-AS48

Se propagaron las lineas celulares que contenian el plasmido p463 y el vector pUC57 que

porta el gen sintético de la Enterocina AS-48; posteriormente se realizaron extracciones del ADN

plasmidico asi como dos digestiones con la enzima Ncol; en primer lugar para linealizar el

pldsmido p463 y posteriormente para liberar el inserto (Figura 5); en seguida se desfosforild el
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plasmido y finalmente se ligd al inserto utilizando una T4 ADN ligasa obteniendo asi la

construccion p463-AS48, cuyo esquema se muestra en la Figura 6.

Figura 4. Digestion p463y pUC57-AS48 con Ncol. A) Carril 1: Marcador de 1 kb. Carril 2: En el
recuadro negro se observa una banda de 5900 pb correspondiente al plasmido p463 linealizado. Carril 3:
pldsmido p463 sin digerir completamente; B) Carril 1: Marcador de 100 pb. Carril 2: En el recuadro negro
se observa la banda de 260 pb correspondiente al inserto liberado de la Enterocina AS-48.

Neol Neol

Enterocina AS-48 \

Figura 5. Construccién p463-AS48 para la expresion de la Enterocina AS-48 en el cloroplasto
de C. reinhardtii. tscA: Sitio de recombinacién homdloga, atpA 5’: Promotor bicistrénico, Gen aadA:
Confiere resistencia a espectinomicina, rbcL3’: Terminador de la transcripcion.

6.2.1 Transformacion de E. coli TOP10 con la ligacion p463-AS48

Posterior a obtener la ligacién p463-AS48 se transformaron células calcio competentes de
E. coli TOP10, obteniéndose dos colonias transformantes. Para confirmar la transformacion se
realizdé una PCR con los oligonucledtidos especificos para el gen sintético y se corrié un gel de
agarosa al 2 % (Figura 7, carriles 4 y 5) resultando ambas positivas para la amplificacién de la
Enterocina AS48. Posteriormente se confirmd la orientacion del gen sustituyendo el
oligonucledtido R-AS48 por el R-aadA (Figura 7, carril 6), se observa que solamente una de las dos
colonias presentd la banda de aproximadamente 978 pb, lo que indica que el gen se encuentra

clonado en sentido 5’-3’.
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Figura 6. PCR para confirmar la transformacién y orientacién. Carrill: Marcador de 100 pb;
Carriles 2-5: PCR para confirmar transformacién; Carril 2: Control negativo, Carril 3: Control positivo,
Carriles 4 y 5: Colonias transformadas crecidas en medio selectivo, Carriles 6 y 7: PCR de orientacién, solo
la colonia del carril 7 estaba en el sentido 5’-3’.

6.3 Transformacién por balistica de la microalga Chlamydomonas reinhardtii 137 (+)

6.3.1 Bombardeo de C. reinhardtii con particulas de oro

El procedimiento de balistica fue realizado con ayuda de la MC Karen Lizbeth Reyes
Barrera del Laboratorio de Biologia Molecular de Plantas del IPICYT; tras el cual, las cajas con los
cultivos se mantuvieron en incubacién a 25 °C con un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad
en el cuarto de cultivo del Laboratorio de Biotecnologia Molecular de Células Vegetales. Tres dias
después del disparo con los proyectiles recubiertos, los cultivos se cambiaron a medio selectivo
(TAP sdlido + Espectinomicina 50 mg/L) y a partir de ahi se resembraron cada 15 dias aumentando
la presidn selectiva hasta llegar a 100 mg/L de Espectinomicina.

Durante la etapa de resiembras se presentd contaminacidén por cocos Gram positivos, la

cual fue tratada con Ampicilina (100 mg/L) y Cefotaxima (200 mg/L) manteniendo la presidn
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selectiva; los antibidticos extra se retiraron cuando el cultivo estuvo libre de contaminacién
bacteriana.

Cuando se cumplieron tres rondas de seleccidon con Espectinomicina, se seleccionaron
coloniasy se inocularon en medio liquido TAP + Espectinomicina (100 mg/L) las cuales han crecido
a una velocidad menor a las colonias sin transformar (WT), por lo que no se ha podido avanzar
con su estudio hasta tener suficiente biomasa.

Las colonias WT inoculadas como control en medio selectivo TAP + Espectinomicina se

tornaron amarillas (Figura 7).

Figura 7. Medio TAP + 100 mg/L Espectinomicina con colonias transformantes y WT

Se muestran 3 colonias transformantes (1, 2 y 3) y se inoculd una sin transformar (WT) para confirmar
resistencia al medio de seleccidn de las primeras tres colonias.

6.4 Construccion del vector de expresion pET32-AS48

El plasmido pET-32 se propagd en medio selectivo, posteriormente se realizaron
extracciones del ADN plasmidico, mismas que se sometieron a digestiéon con la enzima Ncol

(Figura 8), el producto de la digestion se desfosforilé y ligd posteriormente con ayuda de una T4
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ADN ligasa al inserto liberado previamente (Figura 4B), obteniendo la construccion pET32-AS48

como se esquematiza en la Figura 9.

Figura 8. Digestion del pET32 con Ncol. Carril 1: Marcador de 1 kb, carriles 2-5 productos de
digestion de pET32 con la enzima Ncol; se observa banda de 5900 pb.

G
iz

Trip

Figura 9. Diagrama esquematico de la construccion pET32-AS48.

P. T7: Promotor T7, lac: Operdn lac, T. T7: Terminador T7, AmpP: Promotor del gen de
resistencia a Ampicilina, Amp R: Marcador de seleccidn que confiere resistencia a Ampicilina, lac I:
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Represor lac, lac | P.: Promotor del represor lac /, Enterocina AS-48: Gen sintético que codifica para
el péptido antimicrobiano, 6x His: Etiqueta de Histidinas, Trip: Sitio de corte de Tripsina.

6.4.1 Transformacion de E. coli TOP10 con la ligacion pET32-AS48

La cepa de E. coli TOP10 se transformé mediante choque térmico con la ligacién pET32-
AS48 y cuando hubo crecimiento de colonias en medio LB sélido + Ampicilina (100 mg/L), se
seleccionaron dos para crecerlas en medio liquido LB manteniendo la presidén selectiva;
posteriormente se extrajo el ADN plasmidico de dos de estos cultivos y se realizd una PCR con
oligonucledtidos especificos para la Enterocina AS-48 con el fin de confirmar la transformacién
(Figura 9, carriles 2 al 5) en ambas colonias se obtuvo el amplicon de 168 pb correspondiente a la
Enterocina AS-48. Posteriormente se realizé otra PCR para confirmar la orientacion de la
construccion donde se sustituyo el oligonucledtido F-AS48 por el F-pET. En la figura 10 (carriles 6
al 9) se aprecia que, de las dos colonias analizadas, sélo una de ellas se encontraba en sentido de
5’-3’ por lo que su ADN plasmidico fue almacenado para los siguientes experimentos; en la figura
se puede observar también que la temperatura de alineacién (TA) de 57 °C resulta ser mejor para

este par de oligonucleétidos, ya que fue la que presentéd menos bandas inespecificas.
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Figura 10. PCR para confirmar transformacion y orientacion de construccion pET32-AS48. Carril
1: Marcador de 100 pb, Carril 2: Control negativo con agua estéril, Carril 3: Control positivo ADN del
plasmido pUC57-AS48, Carriles 4 y 5: Colonias transformantes positivas A y B respectivamente, Carril 6:
PCR de orientacién colonia “A” a TA 56 °C, Carril 7: PCR de orientacion colonia “B” a TA 56 °C, Carril 8:
PCR de orientacion colonia “A” a TA 57 °C, Carril 9: PCR de orientacion colonia “B” a TA 57 °C.

El ADN plasmidico de la colonia “A” se envid para su secuenciacion al Laboratorio Nacional
de Biotecnologia Agricola, Médica y Ambiental (LANBAMA) con la finalidad de confirmar su
orientacion y detectar posibles mutaciones puntuales en la secuencia. El resultado de la misma
se comparo con la secuencia esperada y fue analizado con el programa Clustal Omega de EBI. En
la figura 11 se aprecia que no existen diferencias entre la secuencia blanco (pET32-AS48) y los

amplicones F y R obtenidos de la secuenciacidn.
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R = |=ssscccsscsccccacscsscbhesccsccananaa GLTCGAGTGLCGGCCGLAAGCTTGT 24
pET-AS48 TGTTAGCAGLCGGATCTCAGTGLTGLGTGLTGETGETHL TCGAGTGLGLGLCGLAAGCTTGT (1]
F TLEET T sassmsmssssspeneesene e ssss | CAAGTGOGGLCGIAAGCTTGT 22
TEESIR TSR ESRE SRR E S E S
heol Bx His Tripsina
R COACGGAGL TCGAATTCGLRATCCGATATCAGLCATGOTAL ACCACCACCACCACCACGT 84
pET-AS48 CEACGGAGLC TCGAATTCGGATCCGATATCAGE CATOGTA ACCACCACCACCACCAQCGT 120
F CRACGGAGL TCOAATTCOGATCCGATATCAGECATOGG TAL ACCACCALCACCACCALLGT 82
(A AR R AR R R R R R R RRRRR R R RRRRR RS RRR RN RRRENELENN)
R ATGGCTAAGGAGTTCGGGATTCCTGLCGL TETGGL TGLETACGLGTGL TCAALGTCGTCGAG 144
pET-AS48 ATGOCTAAGGAGTTCGEGATTCCTGLCGLTGTGGE TOLTACGLTGL TCAACGTCGTCGAG 186
F ATGGLTAAGGAGTTCGEGAT TCCTGLCGLTOTGEC TOGTACGLGTGL TCAACGTLGTCGAG 142

EFEREFEEENXIIEZTRFFIRAAIAEREX XTI ATRAEFETNXRIETN AT XXX TR EXXTENES

R GCCGGGGGCTGGGTGACGALGATTGTGAGCATEC TGACCGCCGTCGGTA- - << <= -~~~ 193
pET-AS48 GCCGGGEGC TEEG TGACGACGATTG TGAGC ATCC TGACCGLCGTCGETAGC GGGEGGETG 240
F GCCGGGEEC TGEETGACGACGATTGTGAGCATCC TGACCGCCGTCGETAGC GGGEGGETG 202
R
R-AS48
R . Cesssipessesssessessesesseefeeerereeesesees e nee 193
pET-AS48 TCCCTGCTCOCGGE TGE TEGGCGCGAGAGCATTAAGGCGTACCTCAAG | 288
; TCCCTGE TCGCGGE TGE THHGCGCGAGAGCAT TAAGGCGTACCT - - -~ | 246

Figura 11. Secuenciacion de la construccion pET32-AS48.

PET-AS48 es la secuencia original en la que se alinearon los amplicones obtenidos con los oligonucledtidos
F-pET y R-AS48 (Recuadros amarillos); se observa que ambos amplicones presentan el 100% de identidad
con la secuencia original (indicado con asteriscos). El recuadro azul indica el sitio de corte para la enzima
Ncol, el rojo la etiqueta de histidinas y el rosa, el sitio de corte para la tripsina.

6.5 Expresién del péptido antimicrobiano Enterocina AS-48 en E. coli BL21 pLysS

6.5.1 Induccidn con IPTG, extraccion y cuantificacion de proteinas

Se realizo un disefio factorial completo a dos temperaturas de incubacion evaluando tres
concentraciones de IPTG y un control sin inducir a tres tiempos posteriores a la induccion, y de
cada muestra obtenida se cuantificaron y analizaron las fracciones proteicas soluble e insoluble.
En la extraccién de cuerpos de inclusidn, se probaron 4 concentraciones de urea, obteniéndose
la mayor cantidad de proteina total cuantificada con la solucién 1 M de urea en PBS.

El factor que presentd mayor efecto sobre los disefios fue en ambos casos el tiempo post-

induccion (Figura 12), para el disefio a 28 °C, este factor fue seguido de la concentracion de IPTG
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y la interaccidn fraccién-tiempo; para el disefio a 37 °C, ademas de estos factores, la fraccidn
proteica también influyd en los resultados obtenidos. En cuanto a si su efecto fue positivo o
negativo, en el caso del disefio a 28 °C (Figura 13), la concentracién de IPTG tuvo un efecto
positivo, al igual que la fraccién insoluble, sin embargo, el tiempo post-induccidn presenta un
efecto negativo; para el disefio a 37 °C (Figura 14), la concentracion de IPTG muestra un efecto
negativo cuando se utiliza el nivel mas alto, pero positivo en los dos niveles previos, de igual
manera ocurre con el tiempo, donde el nivel mas alto tiene un efecto negativo, y el intermedio
positivo. En comparacion con el disefio a 28 °C, a 37 °C, la fraccién insoluble fue la que presento
el efecto negativo. Respecto a las interacciones dobles, en ambos disefios se observan los mejores
resultados con la fraccion insoluble a las 6 h, variando Unicamente la concentracién de IPTG;

siendo la mejor 1 mM para el disefio a 28 °Cy de 0.5 mM para el de 37 °C.

Tartnire 245 Taisning

ac

AL

AR

¥ ] 2 & & 8 b
o 5 W 15

Efecto estandarnizado
a Efecto estandarizado b

Figura 12. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados

a) 28 °C, b) 37 °C. A: Concentracidn de IPTG, B: Tiempo post-induccion, C:Fraccidn proteica
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Figura 13. Efectos principales y dobles a 28 °C
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La cuantificacion de proteinas totales se llevé a cabo mediante el método de Bradford,
realizando previamente una curva de calibracién con BSA como estandar (Figura 15). Las lecturas

obtenidas se interpolaron en la curva estdndar para conocer sus concentraciones.

Curva calibracion Bradford

0.6
@
0.5
T 04
S
2
S 0.3
=
5 0.2
3 y = 0.018x + 0.0308
] 2 = C
2 64 R*=0.9903
0 e
0 5 10 15 20 25 30
0.1

Concentracion proteinas (ug/mL)

Figura 15. Curva de calibracidn para la cuantificacidon de proteinas por el método Bradford

Las fracciones solubles de las cuantificaciones de proteina total no presentaron diferencia
significativa respecto a su control (Figura 16), sin embargo, en las fracciones insolubles si hubo
lecturas estadisticamente diferentes, siendo las mayores a las 4 h con 1 mM de IPTG en ambas

temperaturas, asi como a las 6 h con 0.5y 0.1 mM de IPTG para 28 y 37°C respectivamente.
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Figura 16. Cuantificacion de proteinas totales por el método de Bradford.

A, C y E) Cuantificacion de proteinas totales a partir de los cultivos a 28°C a las 4, 6 y 12 horas
postinduccién respectivamente; B, D y F) Cuantificacion de proteinas totales a partir de los cultivos a
37°C a las 4, 6 y 12 horas postinduccién respectivamente. ANOVA p<0.05. Prueba de Dunnett; las
barras con asterisco (*) sobre ellas son estadisticamente diferentes a su control (0 mM de IPTG para
cada experimento).

6.5.2 Identificacién del péptido antimicrobiano Enterocina AS-48 recombinante
Para la identificacidn de la Enterocina AS-48 se siguieron dos metodologias; la primera fue

la utilizacién de geles de tricina-SDS-Page con urea, donde se utilizé 1 ug de proteina total de cada
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muestra y se cargaron en los geles. Al término de la corrida, los geles fueron tefiidos para revelar
las distintas bandas que componian la muestra. Se realizé una busqueda de una banda diferencial
de 7149 Da que indicaria la produccidn de la Enterocina AS-48; sin embargo, a esa altura los geles
ya no contaban con buena resolucién (Figura 17); por lo cual se buscaron alternativas para la

identificacion del péptido.

Figura 17. Gel de Tricina-SDS-page para la identificacion de la Enterocina AS-48. Carrill:
Marcador de pm (3500-40000 Da), Carril 2: Insulina 1 mg/mL, Carril 3: Lisozima 1 mg/mL, Carril 4: Control
sin inducir, Carriles 5-7: Fraccién soluble en orden ascendente segun concentracién de IPTG, Carriles 8-10:
Fraccidn insoluble en orden ascendente seglin concentracion de IPTG.

La segunda metodologia utilizada fue la técnica de ELISA indirecta aprovechando la
etiqueta de histidinas afiadida al inicio del gen sintético, para lo cual se utilizé un anticuerpo
primario contra histidinas y uno secundario contra este ultimo. En la tabla 7 se muestran los
valores de absorbancia a 450 nm para cada uno de los experimentos realizados; sin embargo,

para fines ilustrativos, en la figura 18 se presentan las graficas a las cuales se les restaron sus
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respetivos controles sin inducir, de esta manera, se eliminaron las interferencias causadas por las

proteinas propias de E. coli que contenian en su estructura histidina, obteniendo asi la sefial

correspondiente Unicamente a la etiqueta de histidinas.

Tabla 7. Lecturas de ELISA a 450 nm
Respuestaa 28 | Respuesta a
Concentracién | Tiempo post-
Experimento Fraccion °C (Abs 450 | 37 °C(Abs 450
IPTG (mM) induccion (h)
nm) nm)

1 0 4 Soluble | 0.0499+0.0027 | 0.0489+0.0053
2 0.1 4 Soluble | 0.0682+0.0197 | 0.0521+0.0131
3 0.5 4 Soluble | 0.0671+0.0088 | 0.0529+0.0065
4 1 4 Soluble | 0.0686+0.0024 | 0.0546+0.0037
5 0 6 Soluble | 0.0404+0.0051 | 0.0424+0.0032
6 0.1 6 Soluble | 0.043+0.0088 |0.0470+0.0022
7 0.5 6 Soluble | 0.0489+0.0061 | 0.0532+0.0077
8 1 6 Soluble | 0.0553+0.0112 | 0.0428+0.0038
9 0 12 Soluble | 0.0092+0.0015 | 0.0113+0.0013
10 0.1 12 Soluble | 0.0117+0.0038 | 0.0141+0.0007
11 0.5 12 Soluble | 0.0122+0.0031 | 0.0121+0.0032
12 1 12 Soluble | 0.0107+0.0014 | 0.0166+0.0049
13 0 4 Insoluble | 0.0326+0.0040 | 0.0175+0.0057
14 0.1 4 Insoluble | 0.0546+0.0054 | 0.037+0.0018
15 0.5 4 Insoluble | 0.0628+0.0008 | 0.0416+0.0098
16 1 4 Insoluble | 0.0813+0.0057 | 0.0178+0.0034
17 0 6 Insoluble | 0.0488+0.0013 | 0.0412+0.0048
18 0.1 6 Insoluble | 0.0547+0.0069 | 0.0467+0.0020
19 0.5 6 Insoluble | 0.0632+0.0046 | 0.0547+0.0039
20 1 6 Insoluble | 0.0901+0.0040 | 0.0461+0.0043
21 0 12 Insoluble | 0.0099+0.0004 | 0.0144+0.0005
22 0.1 12 Insoluble | 0.0148+0.0006 | 0.0178+0.0047
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23 0.5 12 Insoluble | 0.0142+0.0001 | 0.0256+0.0033

24 1 12 Insoluble | 0.0146+0.0045 | 0.0120+0.0010
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Figura 18. Identificacion del péptido antimicrobiano Enterocina AS-48 mediante ELISA indirecta

A, Cy E) Identificacién Enterocina AS-48 a partir de los cultivos a 28 °Calas 4, 6 y 12 h postinduccion
respectivamente; B, D y F) Identificacién Enterocina AS-48 a partir de los cultivosa37 °Calas 4,6y 12
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h postinduccién respectivamente; ANOVA p<0.05. Prueba de Dunnett; las barras con asterisco (*)
sobre ellas son estadisticamente diferentes a su control (0 mM de IPTG para cada experimento).

Con el analisis de ELISA se aprecian las diferencias en la expresion de la Enterocina AS-48
segun el factor estudiado. Asi, observamos que, a 28 °C (figura 17 A, Cy E), las lecturas de la
fraccién insoluble van de 0.005 hasta 0.05 Abs (450 nm); siendo la menor a 12 h con 0.5 mM de
IPTG, y la mayor a las 4 h con una concentracién de IPTG de 1 mM, mientras que a 37 °C (Figura
17 B, D y F) la sefial obtenida abarca desde 0 hasta 0.025 Abs (450 nm); donde la sefial mas
pequefia corresponde a las 12 h con una concentracion de IPTG de 1 mM, y la mayoralas4 hy

0.5 mM de IPTG.

7. Discusion

Las enfermedades causadas por patdégenos alimenticios estan dentro de los problemas de
salud publica mas serios y costosos; las cifras de la OMS indican que anualmente en todo el
mundo 1 de cada 10 personas se enferma por consumir alimentos contaminados de las cuales
casi medio millén de personas fallecen cada afio; estas muertes son completamente evitables
(Organizaciéon Panamericana de la Salud, 2019).

A pesar del control de calidad y las practicas de higiene durante toda la cadena
alimentaria, las enfermedades de origen alimenticio e intoxicaciones han incrementado desde
inicios del milenio (Garcia, Rodriguez, Rodriguez, & Martinez, 2010); ya que los alimentos pueden
contaminarse de manera externa en cualquier punto desde su producciéon hasta que llega al
consumidor; sin embargo, también se destaca que todo alimento cuenta con una microflora
caracteristica, que en muchos casos pueden producir metabolitos que degradan el alimento al

crecer sin control (Choyam et al., 2019).
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Las nuevas exigencias del mercado, asi como la creciente demanda de alimentos
minimamente procesados requiere el desarrollo de nuevas estrategias de conservacién en
alimentos, dentro de las cuales se encuentra la llamada biopreservacion (explora el potencial
antimicrobiano de algunos microrganismos o sus metabolitos), que tiene capacidad de aumentar
la vida de anaquel de los productos perecederos sin influir sobre sobre sus propiedades
organolépticas o nutricionales (Garcia et al., 2010). Dentro de esta estrategia se aborda el uso de
las ocinas (bacteriocinas, lactocinas, enterocinas); los cuales son péptidos sintetizados por
bacterias que tienen la capacidad de suprimir el crecimiento de algunas otras bacterias; debido a
esto, son una estrategia prometedora en la conservacién de alimentos (Choyam et al., 2019),
ejemplo de ello es la Nisina; la cual ha sido ampliamente utilizada dentro de esta industria; sin
embargo, las limitaciones respecto a su estrecho margen de pH al que es activa asi como la baja
estabilidad a altas temperaturas hacen necesaria la busqueda de nuevas alternativas para su
aplicacion en la industria alimenticia. (Garg et al., 2014).

La Enterocina AS-48 fue la primer bacteriocina circular caracterizada (Galvez, Gimenez-
Gallego, Maqueda, & Valdivia, 1989), es producida por cepas clinicas y alimenticias de
Enterococcus faecalis y su accidn bacteriolitica ha sido probada contra una gran variedad
alimentos y contra diferentes patdgenos; entre los que destacan bacterias Gram positivas como
Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus; en Alicyclobacillus acidoterrestris inhibe tanto
la forma planténica como las endoesporas. En el caso de las bacterias Gram negativas su efecto
debe ser complementado con algun agente quelante o tratamiento térmico (Burgos et al., 2014;
Choyam et al., 2019). Su potencial ha sido ampliamente estudiado, sin embargo, el uso comercial

esta limitado debido a que sélo es posible obtenerla de la fuente original; una opcién que vale la
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pena explorar es la bioingenieria, técnica que en este caso puede ser utilizada para aumentar la
produccidn de la Enterocina AS-48 en huéspedes heterdlogos que posteriormente permitan su
aplicacion en la industria alimenticia (Choyam et al., 2019). Debido a que previamente los intentos
por obtener la Enterocina AS-48 han sido infructuosos (Fernandez et al., 2007) en el presente
trabajo hemos sentado las bases para lograr su expresion transgénica y trasplastémica al
desarrollar dos construcciones con las que serd posible obtener la Enterocina AS-48.

El primero de ellos es la construccion pET32-AS48 que hemos clonado exitosamente en
células calcio competentes de E. coli BL21 pLysS; los resultados obtenidos del ensayo de ELISA
posteriores a la induccién con IPTG bajo distintas condiciones de temperatura, concentraciones
de inductor y tiempo de induccién nos han permitido identificar el péptido transgénico en la
fraccidn proteica insoluble, dentro de cuerpos de inclusion, lo cual no es extrafio al ser una
proteina transgénica (Choi, Keum, & Lee, 2006). Las condiciones mas favorables para su obtencién
fueron 1 mM de IPTG a las 6 h de induccion para el ensayo a 28 °Cy 0.5 mM de IPTG también a
las 6 h de induccion para el ensayo a 37 °C.

En el ensayo a 28 °C se observd una relacién directamente proporcional entre la
concentracién del inductor y la cantidad de péptido expresado en las primeras 6 h del ensayo; sin
embargo, a las 12 h de induccién, la relacidn no se cumple, pues las lecturas fueron
significativamente menores; esto puede deberse principalmente al efecto del IPTG sobre las
células, ya que se ha demostrado que puede ejercer un efecto dafiino sobre las mismas en
tiempos prolongados de exposiciéon (Choi et al., 2006; Larentis et al., 2014), por lo cual es

recomendable la induccion en cultivos con densidad celular elevada (>2 Abssoonm) asi como
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disminuir los tiempos de induccién para evitar la pérdida de células (Larentis et al., 2014; Smith
& Corcoran, 1994).

En el caso del ensayo a 37 °C, los rendimientos fueron considerablemente mas bajos que
para el caso anterior; a pesar de que el nivel de acumulacién de una proteina de interés suele
estar relacionado con la cantidad de proteina total (Lee, Rhee, Kang, & Kim, 2006), sin embargo
se han reportado cosos como el nuestro, donde a pesar de obtener una alta concentracién de
proteina total, el péptido de interés resulta ser bajo (Nikerel, Toksoy, Kirdar, & Yildirim, 2005);
una explicacion puede ser que como sugiere Leites (2011), a pesar del uso de cepas deficientes
en proteasas, se pueden degradar las proteinas recombinantes por el efecto de proteinasas
intracelulares, esto se observd también en otro estudio donde la expresion de la proteina
heterdloga fue inducida por lactosa e IPTG, siendo degradada cuando el inductor usado era IPTG
(Kilikian, Suarez, Liria, & Gombert, 2000).

En segundo lugar, se desarrolld la construccion p463-AS48, la cual fue introducida al
cloroplasto de Chlamydomonas reinhardtii mediante la técnica de biobalistica; tras varias rondas
de seleccion con Espectinomicina, las colonias transformadas se identificaron por continuar
creciendo en el medio selectivo (Campos-Quevedo et al., 2013), a diferencia de las células WT
gue no presentaron crecimiento y se tornaron amarillentas, como lo describe Carrizalez-Lopez et
al., (2018); sin embargo, el pardmetro de crecimiento en medio selectivo no confirma la presencia
del gen en el cloroplasto, por lo que posteriormente se realizara un analisis de PCR para
confirmarlo, con el cual se espera confirmar que el cloroplasto de C. reinhardtii es un sistema de

expresion efectivo para diversas proteinas (Campos-Quevedo et al., 2013; Griesbeck et al., 2006).
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8. Conclusiones

. Es posible disefiar un gen sintético que codifique para la Enterocina AS-48 con los
codones optimizados para su expresion en el cloroplasto de Chlamydomonas reinhardtii.
. Se logrd clonar el gen sintético Enterocina AS-48 en los plasmidos p463 y pET32,
para dar lugar a las construcciones p463-AS48 y pET32-AS48 respectivamente. Con la
primera se realizé la transformacion del cloroplasto de C. reinhardtii 137(+) y la segunda
fue utilizada para transformar E. coli BL21-pLysS.

. Con la transformacién de E. coli BL21-pLysS se logré obtener una linea productora
de Enterocina AS-48 transgénica.

J La transformacién por balistica de C. reinhardtii 137(+) con la construccion p463-
AS48 permitid la obtencién de lineas transplastémicas capaces de crecer en medio

selectivo (TAP sélido + 100 mg/L de espectinomicina).
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