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Resumen

Generación de construcciones para la transformación genética de Chlamydomonas reinhardtii
y Escherichia coli para la expresión de enterocina AS-48

La transmisión de patógenos mediante los alimentos es un problema mundial de salud pública;
una alternativa para mantener la inocuidad alimentaria es el uso de péptidos antimicrobianos
(PAMs), de los cuales, el más utilizado es la Nisina; sin embargo, al tener restricciones en su uso
debido sus propias características, resulta importante la búsqueda de nuevas opciones que
puedan ser ampliamente utilizadas.
La Enterocina AS-48, un PAM producido en Enterococcus faecalis, presenta un amplio espectro
de inhibición frente a bacterias de interés en la industria alimenticia como Staphylococcus aureus
y Listeria monocytogenes; sin embargo, al ser E. faecalis un patógeno humano, se manifiesta la
necesidad de contar con plataformas de expresión 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 expresión de la Enterocina AS-48 en la cepa BL21pLysS de Escherichia coli y
en el cloroplasto de Chlamydomonas reinhardtii, respectivamente.
La construcción pET32-AS48 fue introducida en células calcio competentes de E. coli BL21pLysS
mediante choque térmico, y tras confirmar la transformación y orientación del gen mediante PCR,
se realizó la inducción de la expresión 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 fracción proteica insoluble, con las condiciones
de incubación a 28°C, 1mM de IPTG y 6 horas después de la inducción.
Por otra parte, la construcción p463-AS48 se insertó en el genoma del cloroplasto de
Chlamydomonas reinhardtii mediante balística 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 producción a gran escala
de la Enterocina AS-48 y su posterior utilización dentro de la industria alimenticia.

Palabras clave: Péptidos antimicrobianos, inocuidad alimentaria, Enterocina AS-48,
Chlamydomonas reinhardtii, Escherichia coli BL21pLysS, expresión de proteínas.
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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, 1mM 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. Introducción

1.1 Inocuidad alimentaria

La inocuidad de los alimentos se define como la ausencia, o los niveles seguros y

aceptables, de peligro en los alimentos que pueden dañar la salud de los consumidores

(Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura, 2019); siendo estos

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

De acuerdo con datos de la Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la

Agricultura (FAO), anualmente más de 600 millones de personas enferman, y 420000 mueren

como resultado de ingerir alimentos contaminados; afectando principalmente a los menores de

5 años y los habitantes de regiones de bajos ingresos. El impacto de los alimentos insalubres,

además, genera pérdidas de producción que ascienden a los 95000 millones de dólares en las

economías de países de ingresos bajos y medios (Organización de las Naciones Unidas para la

Alimentación 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 añadido 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).
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Los aditivos alimentarios han sido utilizados por la humanidad desde hace siglos; como

ejemplos, podemos mencionar la sal de mesa (carnes secas) o el azúcar (conservas de fruta), y

conforme a las necesidades de la población, se han desarrollado nuevos compuestos; estas

sustancias se pueden obtener de distintos organismos, o bien producirse de manera sintética para

posteriormente, ser añadidos al alimento y mejorar alguna de sus características propias. De

acuerdo con datos de la Organización Mundial de la Salud (OMS) y la FAO, estas sustancias pueden

ser clasificadas como sigue basándose en su función (World Health Organization, 2019):

 Aromatizantes: Son añadidos a los alimentos para mejorar su sabor y/o su olor.

Son los aditivos más 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 bioquímicas; son usados

como alternativas a las técnicas químicas.

 Otros aditivos: Esta clase de aditivos, se añade según sea requerido en la

preparación, envasado, transporte o almacenamiento del alimento y están presentes en

el producto final. Sus propósitos son diversos, pero son usados mayoritariamente como

conservadores; para proteger a los alimentos de la degradación por patógenos o factores

ambientales, a la par que previene la contaminación del alimento y con esto las

enfermedades de origen alimentario; como colorantes, añadidos para mejorar el aspecto

del producto final, y edulcorantes que son frecuentemente utilizados por su alto poder

endulzante que no aporta calorías.
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La OMS en cooperación con la FAO evalúa los aditivos alimentarios basándose en estudios

científicos, datos bioquímicos y toxicológicos, así 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 cuestión, 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

aminoácidos. Tienen una estructura helicoidal de naturaleza catiónica y anfipática, lo cual facilita

su interacción con la membrana bacteriana, dañándola y provocando así 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 antibióticos convencionales se menciona su mecanismo de acción,

ya que no se dirigen a un blanco específico (lo cual puede inducir mecanismos de resistencia); si

no que interactúan con la membrana celular formando poros, dañando 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:
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­ Codificados por genes

­ No codificados por genes.

 Con base en la fuente biológica productora:

­ PAMs bacterianos (Bacteriocinas)

­ PAMs de plantas

­ PAMs de animales, etc.

 Con base en sus funciones biológicas:

­ PAMs antivirales

­ PAMs antibacterianos

­ PAMs antifúngicos

­ PAMs antiparasitarios

 Con base en su estructura tridimensional:

­ Familia α: PAMs con estructuras helicoidales

­ Familia β: PAMs con estructuras de cadenas β

­ Familia αβ: PAMS con estructuras helicoidales y cadenas β

­ Familia no αβ: PAMs que no contienen cadenas helicoidales ni β

 Con base en los objetivos moleculares:

­ Péptidos con objetivos en la superficie celular
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­ 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, así como de bacterias ácido lácticas (BAL) que presentan efecto

bactericida/bacteriostático frente a diversas cepas (Beristain-Bauza et al., 2012). Son péptidos de

entre 20 y 60 aminoácidos, 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 características principales, destaca el ser estables al calor y a pH ácidos, lo

que permite que mantengan su estabilidad aún 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 I Lantibióticos: Son péptidos pequeños de entre 19 y 38 aminoácidos con

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

­ Clase Ia: Péptidos elongados con forma de tornillo y peso molecular menor

a 4kDa, su actividad antimicrobiana se debe a la destrucción de la célula por

despolarización de la membrana. El ejemplo más representativo de este grupo en

la nisina.
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­ Clase Ib: Péptidos globulares con peso molecular de entre 1.8 y 2.1 kDa,

tiene carga neta negativa o no están cargados, su actividad antimicrobiana está

dada por la inhibición enzimática; algunos ejemplos de este grupo son la

duramicina A, B, C y la cinamisina.

 Clase II No Lantibióticos: Bacteriocinas de entre 30 y 60 aminoácidos con peso

molecular menor de 10 kDa, no contienen aminoácidos modificados, son estables al calor

y al pH.

­ Clase IIa: Se caracteriza por tener una secuencia amino terminal –Tirosina-

Glicina-Asparagina-Glicina-Valina-Xaa-Cisteína; donde Xaa representa cualquier

residuo de aminoácido, y contiene uno o dos puentes disulfuro. Se conocen tres

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

­ Clase IIb: 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 IIc: Presentan unión de sus extremos carboxilo y amino terminal, lo

que les confiere una estructura cíclica, y a diferencia de las clases IIa y IIb, no

contienen la secuencia amino terminal –Tirosina-Glicina-Asparagina-Glicina-

Valina-Xaa-Cisteína. El ejemplo más representativo de este grupo es la

bacteriocina AS-48.

 Clase III Termolábiles: Estas Bacteriocinas son también denominadas

“bacteriolisinas”, son péptidos de peso mayor a 30kDa y son sensibles al calor. Su
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mecanismo de acción está basado en la hidrólisis 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 codificación es

realizada en plásmidos (Heng, Wescombe, Burton, Tagg, & Jack, 2007) y fue descrita inicialmente

en el año de 1985 (Galvez, Maqueda, Valdivia, Quesada, & Montoya, 1986), (en ese entonces

llamada bacteriocina S-48); tiene una longitud de 70 aminoácidos, ninguno de ellos modificado.

El péptido tiene una masa molecular de 7.14kDa y un punto isoeléctrico de 10.09 (Burgos,

Pulido, Aguayo, Gálvez, & Lucas, 2014). Su estructura circular está dada por la unión de los

extremos N-terminal de la metionina y C-terminal del triptófano.

Fue inicialmente aislada de la cepa AS-48 de Enterococcus faecalis, y se observó que posee

un amplio espectro de inhibición contra bacterias Gram positivas y Gram negativas (Galvez et al.,

1986) incluidas algunas especies de relevancia clínica tales como E. coli, K. pneumoniae, P.

aeruginosa 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 parásitos intracelulares del género Leishmania (Abengózar et al., 2017).

Su mecanismo de acción (Cebrián et al., 2015) está dado primero por la unión de dímeros

inactivos de Enterocina AS-48 a la membrana de la bacteria, donde por acción del pH bajo de la

periferia de la célula, se disocian y anclan a la membrana estableciendo entre si interacciones
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electrostáticas e hidrofóbicas; la acumulación 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 mínima hayan sido procesados o estén adicionados con sustancias sintéticas (Beristain-

Bauza et al., 2012), se propicia cada vez más 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 búsqueda de mecanismos que

permitan cubrir con esta demanda.

Figura 1. Representación de la Enterocina AS-48.

Tomada de (Burgos et al., 2014)

1.3 Proteínas recombinantes

Las proteínas recombinantes (PR) son aquellas producidas por organismos o células

genéticamente modificadas, los cuales expresan material genético no propio que fue sometido a

tecnología de recombinación e insertado en su genoma (Langlais & Korn, 2008). La tecnología del

ADN recombinante (ADNr) surgió en los 70´s debido a la demanda creciente de proteínas de uso

terapéutico con alta calidad, que no dependiera de fuentes animales, y de una producción

constante (Quezada Rivera, 2018). El uso de los productos del ADNr se ha vuelto cada vez más

frecuente (Griesbeck, Kobl, & Heitzer, 2006); desde los últimos 20 años se han desarrollado un

gran número de PR para las industrias farmacéuticas y químicas; un ejemplo de lo anterior es la
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insulina humana “Humulin®”, la cual fue el primer biofármaco aprobado, igualmente, cientos de

PR como hormonas, vacunas y anticuerpos monoclonales han sido aprobados por la FDA para su

uso y otros más están en vías de serlo.

Para la producción de PR se puede hacer uso de una variedad de plataformas, desde

microorganismos hasta líneas celulares de insectos, plantas y mamíferos teniendo cada una

característica definidas en cuanto a crecimiento, rendimiento proteico, facilidad de manipulación

y costos de producción; 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 producción de PR en ocasiones se ve

afectada por los altos costos de su producción en sistemas actuales (Abengózar et al., 2017), por

lo cual surge la necesidad de contar con sistemas de expresión con costos accesibles y posibilidad

de producción a gran escala.

1.4 Plataformas de expresión de PR

Existen diversas plataformas de expresión de proteínas, cada una de las cuales son

utilizadas dependiendo de la proteína o péptido de interés. En años previos se ha demostrado

que las principales plataformas para la expresión de PR, concretamente de PAMs son las bacterias

y levaduras, seguidas de las plantas (Parachin, Mulder, Viana, Dias, & Franco, 2012), sin embargo,

en años 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 químico como

farmacéutico (Griesbeck et al., 2006).
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Dentro de las bacterias más comúnmente usadas para la producción de PR destaca

Escherichia coli (Parachin et al., 2012), una bacteria Gram negativa de la cual se conoce

completamente su genoma, permitiendo así su manipulación genética; es de rápido crecimiento

y no es exigente en cuanto a nutrientes; su uso está limitado a proteínas pequeñas y que no

requieran modificaciones postraduccionales (Abengózar et al., 2017), ya que la bacteria no posee

la maquinaria intracelular necesaria para su síntesis. En este mismo grupo, se puede hacer

mención 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 expresión comprende las células eucariontes, dentro del cual

se pueden mencionar las levaduras; especies como Pichia pastoris y Saccharomyces cerevisiae

son las más utilizadas, ya que presentan ventajas tales como permitir la secreción de las proteínas

al medio y la realización de modificaciones postraduccionales (Parachin et al., 2012), permitiendo

así, disminuir los costos por purificación y escalamiento del proceso, sin embargo, se debe tener

especial cuidado con los patrones de glicosilación, ya que al contar con un sistema de glicosilación

conservado, las levaduras pueden dar lugar a PR carentes de actividad o inmunogénicas (Vieira

Gomes, Souza Carmo, Silva Carvalho, Mendonça Bahia, & Parachin, 2018). En cuanto a las plantas,

han sido utilizadas ampliamente para la expresión 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

glicosilación altamente inmunogénicos (β(1-2)-xilosa y α(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 mamíferos 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 proteínas, glicosilación y demás modificaciones postraduccionales que las

líneas 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 líneas celulares, así como sus elevados

costos de producción.

En los últimos años, el uso de microalgas transgénicas como plataformas de expresión de

PR ha ido en aumento, ya que se ha probado su utilidad en la expresión de diversos productos de

interés farmacéutico y biotecnológico, entre otros (Griesbeck et al., 2006). De manera natural, se

ha reportado su uso en la producción 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 Biología molecular, los cuales han presentado crecimientos sólo a fechas

recientes (Griesbeck et al., 2006).

Las microalgas eucariontes como sistemas de expresión de PR, ofrecen múltiples

beneficios en su uso como una tasa de crecimiento rápido y cultivos económicos, ya que sólo

requieren de algunos minerales en comparación con los cultivos celulares; transformación en

periodos de tiempo cortos y un alto rendimiento en las proteínas recombinantes que expresan

(Campos-Quevedo et al., 2013); además, no contienen toxinas ni son afectadas por patógenos

humanos; aunado a esto, la mayoría son reconocidas como microrganismos “GRAS” (Generally

regarded as safe) (Mayfield et al., 2007).
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La decisión del sistema a utilizar depende de la proteína que se quiera expresar (Kay Terpe,

2006), las características tales como el tamaño, plegamiento, localización, complejidad y

modificaciones postraduccionales de las PR deben ser consideradas al momento de elegir la

plataforma de expresión idónea (Parachin et al., 2012).

1.4.1 Uso de E. coli en la producción de PR

Escherichia coli es la plataforma de expresión de PR preferida (Chen, 2012; Langlais &

Korn, 2008); su uso tanto en laboratorios de investigación como centros de desarrollo y

producción a gran escala se ha mantenido vigente; esto gracias a sus muchas ventajas sobre las

demás plataformas de expresión existentes, entre las cuales se puede mencionar: I) Su genoma

está completamente secuenciado, con lo cual se tiene una mayor posibilidad de manipulación

genética, II) Se cuenta con una gran variedad de herramientas biotecnológicas como cepas

mutantes y vectores de expresión, III) Presenta gran facilidad para ser cultivada y alcanza buenos

rendimientos en poco tiempo, además que los medios en los que crece son sumamente accesibles

y IV) a pesar de que se encuentra limitada en cuanto a la mayoría de modificaciones

postraduccionales, a la fecha se ha logrado transferir a E. coli el sistema de glicosilación presente

en Campylobacter jejuni; lo cual abre las posibilidades para que en un futuro cercano E. coli sea

capaz de sintetizar glicoproteínas (Chen, 2012; Quezada Rivera, 2018; Sørensen & Mortensen,

2005).

A pesar de las ventajas previamente señaladas, E. coli presentas desventajas inherentes a

los organismos procariontes; como los son: I) La incapacidad para sintetizar proteínas muy

grandes o de organismos superiores, ya que son necesarias diversas modificaciones

postraduccionales o formación de puentes de disulfuro que se encuentran disponibles
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únicamente en eucariontes, II) No secreta las proteínas de manera eficiente al medio, si no que

se acumulan en el citoplasma y III) La acumulación de lipopolisacárido (LPS), mejor conocido como

endotoxinas en las PR obtenidas, éste es pirogénico en humanos y otros mamíferos, por lo cual

las PR deben de someterse a un paso de purificación previo a su uso (Quezada Rivera, 2018; Kay

Terpe, 2006). Un problema más, se presenta cuando la PR forma cuerpos de inclusión, se

encuentra plegada incorrectamente, o bien, se trata de una proteína potencialmente tóxica para

la célula huésped; en este caso, los productos obtenidos pueden afectar la normalidad de su

metabolismo y causar disminución del crecimiento y eventualmente conducirla a la muerte,

haciendo así imposible de obtener buenos rendimientos de la proteína de interés; otros factores

como la degradación de proteínas, traducción ineficiente o el uso de codones no óptimos para E.

coli pueden igualmente conducir a bajos niveles de expresión proteicos. Para minimizar algunos

de estos problemas se han diseñado cepas especializadas que permiten, por ejemplo, mejorar los

rendimientos proteicos en sistemas que utilicen el promotor T7 (BL21 Star ™ (DE3), Invitrogen),

promover la formación de puentes disulfuro (Origami ™, Novagen) o aumentar la tolerancia y

estabilidad de la cepa BL21(DE3) frente a plásmidos que codifican para insertos potencialmente

tóxicos (pLysS, pLysE) (Clare, Valentine, Catignani, & Swaisgood, 2001; Langlais & Korn, 2008),

entre otros; de esta manera, la elección de la cepa a transformar, dependerá de las características

particulares de la proteína a expresar, así como de sus aplicaciones.

1.4.2 Uso de Chlamydomonas reinhardtii en la producción de PR

Las microalgas son organismos fotosintéticos que contribuyen a la fijación 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
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como organismo modelo para elucidar el funcionamiento del cloroplasto (Mayfield et al., 2007);

sin embargo, en años recientes, su uso como plataforma de expresión de PR ha ido en aumento,

ya que en ella se han logrado producir una gran variedad de compuestos de interés tanto químico

como farmacéutico (Griesbeck et al., 2006).

Debido a la estructura de C. reinhardtii la expresión de PR es posible en dos diferentes vías

(Griesbeck et al., 2006): la nuclear, con ventajas como la realización de modificaciones

postraduccionales y la posibilidad de que los productos sean secretados al medio; y la

cloroplástica, esta última resulta novedosa debido a que la microalga cuenta únicamente con un

cloroplasto que ocupa más de la mitad del volumen celular, y cuyo genoma tiene

aproximadamente 200 Kb (Quezada Rivera, 2018) lo cual, presumiblemente resultaría en una

mayor expresión de la PR de interés.

Se tiene registro de la expresión de algunas PR en el cloroplasto de C. reinhardtii por

mencionar algunas están: 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 cólera (Griesbeck et al., 2006;

Quezada Rivera, 2018), así 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

producción de PR de interés.

2. Justificación

La transmisión de organismos patógenos a través de los alimentos es un problema de

salud a nivel mundial. Una alternativa para mantener la inocuidad en los procesos de producción

de los alimentos son los péptidos antimicrobianos (PAMs). En este proyecto se plantea la
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obtención de dos construcciones genéticas que serán útiles para la expresión del péptido

antimicrobiano Enterocina AS-48 en Chlamydomonas reinhardtii y Escherichia coli. Estas

plataformas de expresión presentan características tales como: Amplias facilidades para su

manipulación genética, fácil y rápido crecimiento, transformación genética rápida, 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 plásmido pLysS, el cual le confiere

resistencia frente a los insertos que como éste pueden ser potencialmente dañinos para la célula.

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

recombinante a la Enterocina AS-48.

3. Hipótesis

Es posible diseñar un gen sintético que codifique para la Enterocina AS-48 y clonarlo en

los vectores p463 y pET32. Con estas construcciones será posible modificar genéticamente a

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

4. Objetivo general

Generar construcciones para la transformación genética de Chlamydomonas reinhardtii y

Escherichia coli para la expresión de Enterocina AS-48.
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4.1 Objetivos específicos

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

oligonucleótidos específicos para su amplificación.

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

3. Transformar genéticamente a la microalga Chlamydomonas

reinhardtii

4. Generar la construcción pET32-Enterocina AS-48.

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

6. Obtener líneas transplastómicas y transgénicas estables para cada

sistema.

5. Metodología

5.1 Diseño del gen sintético Enterocina AS-48 y oligonucleótidos específicos

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

Se realizó una búsqueda bibliográfica de los distintos PAMs; se revisaron sus efectos

antimicrobianos, así como su posibilidad de aplicación a largo plazo. Se optó por trabajar con la

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

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

los intentos no han sido exitosos (Fernández, Martínez-Bueno, Martín, Valdivia, & Maqueda,

2007).
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El diseño del gen sintético de la Enterocina AS-48 se realizó en conjunto con la Dra. Ruth

Elena Soria Guerra; contiene 260 pares de bases (pb), además de la secuencia codificante para la

Enterocina AS-48, se incluyeron en su secuencia sitios de restricción Ncol, un sitio de corte de

tripsina, una etiqueta de histidinas y el sitio de unión a ribosomas; la síntesis y optimización de

codones para su expresión en el cloroplasto de Chlamydomonas reinhardtii fue realizada por la

compañía Synbio Technologies Inc.

5.1.2 Diseño de oligonucleótidos específicos para amplificación del gen Enterocina AS-48

Se realizó el diseño de un par de oligonucleótidos específicos para la Enterocina AS-48 (F-

AS48 y R-AS48); cuyo producto de amplificación esperado es de 168pb. Se utilizó el programa

Oligo Calc para verificar que ambos oligonucleótidos cumplieran los requisitos de contenido de

Guanina y Citosina, formación de dímeros y horquillas, así como de temperatura de fusión (°Tm).

Los oligonucleótidos diseñados se verificaron dentro de la página de Sigma-Aldrich ®, compañía

encargada de su síntesis.

5.2 Clonación del gen Enterocina AS-48 en el plásmido de expresión p463

5.2.1 Transformación 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 realizó una transformación de E. coli TOP 10 calcio competentes con el gen

sintético Enterocina AS-48 contenido dentro del plásmido de clonación pUC57.

Se tomaron 2 µL de la construcción pUC57AS48 enviada por el fabricante y se realizó la

transformación 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

selección 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 líquido LB adicionado con 100 mg/L

de Kanamicina y se realizó un stock de glicerol con este cultivo (pUC57-AS48). Se extrajo ADN

plasmídico mediante el Kit de purificación Wizard® de Promega y se almacenó a -20 °C hasta su

uso.

5.2.2 Transformación de E. coli TOP 10 con el plásmido p463

A fin de contar con suficiente plásmido p463 para los siguientes pasos de clonación, se

propagó dicho vector a partir de una alícuota donada por la Dra. Luzmila Martínez con la cual se

transformaron células de E. coli TOP 10 calcio competentes mediante choque térmico, las células

se plaquearon en medio LB sólido con Ampicilina a 100 mg/L como agente de selección, tras

obtener colonias positivas se realizaron cultivos en LB líquido manteniendo la presión selectiva,

para posteriormente realizar un stock del cultivo en glicerol y finalmente extraer el ADN

plasmídico mediante el kit de purificación Wizard® de Promega, mismo que se almacenó a -20 °C

hasta su uso.

5.2.3 Digestión de los vectores pUC57-AS48 y p463

Para obtener la construcción p463-Enterocina AS-48, en lo sucesivo llamada p463-AS48

que se utilizó para trasformar el cloroplasto de Chlamydomonas reinhardtii, se realizaron en

primer lugar dos digestiones del ADN plasmídico obtenido en las secciones anteriores; se utilizó

la enzima Ncol de la compañía ThermoScientific; la primer digestión fue para liberar el inserto y

la segunda para linealizar el plásmido 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 plásmido y 2 % para el inserto) y se utilizaron

marcadores de peso molecular (1 kb para el plásmido 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 bisturí se procedió a cortarlas. Las bandas con los productos de las digestiones se

purificaron con el Kit de Extracción GenElute™ de Sigma-Aldrich de acuerdo a las instrucciones

del fabricante. Los productos obtenidos (plásmido purificado e inserto) se almacenaron a -20 °C

hasta su uso.

Tabla 1. Condiciones para la digestión con Ncol
Reactivo Volumen (µL)

Enzima (Ncol) 0.5
Buffer 10x 1.5
ADN plasmídico De acuerdo a concentraciones obtenidas
Agua estéril csp 15

5.2.4 Desfosforilación del plásmido de expresión

Con la finalidad de evitar una re-ligación del plásmido, se realizó una desfosforilación del

mismo utilizando la enzima fosfatasa antártica de BioLabs Inc.®, la mezcla de reacción se preparó

de acuerdo a las cantidades indicadas en la tabla 2, se incubó a 37 °C durante 2 h y

posteriormente, 2 min a 65 °C para inactivar la enzima. El plásmido p463 linealizado y

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

Tabla 2. Condiciones para la desfosforilación del plásmido
Reactivo Volumen (µL)

Enzima (Fosfatasa antártica) 1
Buffer 1
Plásmido purificado 6
Agua estéril 2
Volumen total 10
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5.2.5 Construcción del vector de expresión p463-AS48

El vector de expresión p463-AS48 se construyó ligando el inserto liberado previamente

con el plásmido p463 linealizado y desfosforilado mediante una T4 ADN Ligasa de la compañía

BioLabs Inc®, se realizó la mezcla de ligación guardando la relación plásmido:inserto de 1:3 de

acuerdo a lo indicado en la tabla 3, y se llevó a 28 °C durante 2 h, posteriormente se incubó a 4

°C durante 24 h, obteniendo así la ligación p463-AS48.

Tabla 3. Condiciones para ligación con la T4 ADN ligasa
Reactivo Volumen (µL)
Inserto (Enterocina AS-48) 6
Plásmido P+F 2
T4 ADN Ligasa 0.5
Buffer 10x 1
Agua 0.5

5.2.6 Transformación de E. coli TOP10 con la ligación p463-AS48

Se transformaron células calcio competentes de E. coli TOP 10 mediante la técnica de

choque térmico, se utilizaron 2 µL de la mezcla de ligación obtenida en la sección previa y se

adicionaron al tubo que contenía las células calcio competentes, mismo que se incubó en hielo

por 10 min. El choque térmico se realizó a 43 °C durante 2 min y posteriormente las células se

colocaron nuevamente en hielo por 5 min, pasado este tiempo, se adicionó 1 mL de medio LB en

condiciones de esterilidad y se llevó a incubar a 37 °C durante 45 min manteniendo agitación

vigorosa (150 rpm). Al término de la incubación, se centrifugó el tubo a 10000 rpm durante 1 min,

se decantó el sobrenadante y se resuspendió la pastilla de células transformadas. Posteriormente,

se tomaron 100 µL de estas células y con ayuda de un asa de Diagralsky, se extendieron en cajas

de Petri con medio LB sólido + 100 mg/L Ampicilina como agente de selección y se incubaron
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durante 24 h a 37 °C. Al tener colonias creciendo en medio selectivo se confirmó la transformación

mediante PCR y se realizó cultivo líquido de las mismas, manteniendo la presión selectiva.

Finalmente se realizó un stock de glicerol de los cultivos, el cual fue almacenado a -60 °C para su

conservación y posterior uso.

5.2.7 Extracción de ADN plasmídico

Con la finalidad de confirmar la presencia del gen de la Enterocina AS-48 en el vector de

expresión p463-AS48, se realizó una extracción del ADN plasmídico con el kit de purificación

Wizard® de Promega.

Se partió del cultivo en medio LB líquido + 100 mg/L Ampicilina, se tomaron 1.5 mL del

mismo, y se centrifugaron a 12000 rpm durante 2 min; el sobrenadante se decantó y la pastilla

de células fue resuspendida con 250 µL de solución de resuspensión celular; posteriormente, se

añadieron 250 µL de la solución de lisis celular y se mezcló 4 veces por inversión, se agregaron 10

µL de proteasa alcalina, y nuevamente se homogeneizó 4 veces por inversión, se incubó por 5 min

a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se añadieron 350 µL de la solución de

neutralización y tras invertir el tubo 4 veces para homogeneizar el contenido, se centrifugó 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 sometió a centrifugación

durante 1 min a 12000 rpm; el sobrenadante, que quedó en el tubo colector se desechó. Se

realizaron tres ciclos de centrifugación más a la misma intensidad: el primero durante 1 min con

750 µL de la solución de lavado con etanol, el segundo con duración de 2 min y 250 µL de la misma

solución (entre cada una de estas series se descartó el sobrenadante) y el último durante 2 min,
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donde se añadieron 50 µL de agua libre de nucleasas y se sustituyó el tubo colector por un tubo

estéril de 1.5 mL donde se recolectó el ADN extraído.

Para confirmar la integridad del ADN plasmídico extraído, se realizó una electroforesis en

gel de agarosa al 1 %, se cargaron 5 µL de ADN más el buffer de carga y el gel se corrió a 100 V

durante 15 min. Posteriormente, el gel se visualizó en el transiluminador.

5.2.8 Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) para confirmar la transformación

Una vez extraído el ADN plasmídico de la construcción p463-AS48 tal como se indicó en la

sección anterior y con los oligonucleótidos diseñados se realizó una reacción en cadena de la

polimerasa (PCR) con los reactivos descritos a continuación:

Tabla 4. Composición de la mezcla de PCR

Reactivo Volumen (µL)
Buffer + MgCl2 10X 2.5
dNTP´s 10mM 0.5
Oligonucleótido Reverse AS48
10mM

0.5

Oligonucleótido Forward AS48
10mM

0.5

Taq polimerasa 0.5
ADN plasmídico (100 ng) 0.5
Agua estéril 20

Volumen total 25

Además de los tubos de reacción con las clonas a analizar, se incluyó como control positivo

ADN plasmídico de las células E. coli TOP 10 transformadas con el plásmido pUC57-AS48; y un

control negativo en el cual el volumen de ADN plasmídico se sustituyó por agua estéril.

Se configuró el termociclador de acuerdo a las condiciones descritas a continuación:
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Tabla 5. Condiciones de la PCR

Temperatura (°C) Tiempo (min) Ciclos
Desnaturalización
inicial

94 3 1

Desnaturalización 94 0.5 35
Alineamiento 55 0.5 35
Extensión 72 0.5 35
Extensión final 72 5 1

Al finalizar la PCR se analizaron los productos de la reacción mediante electroforesis en gel

de agarosa al 2 %, corriendo el gel a 70 V durante 30 min. El gel obtenido se observó

posteriormente en el transiluminador para identificar la banda esperada.

5.2.9 PCR de orientación para la construcción p463-AS48

Debido a que el gen de la Enterocina AS-48 está flanqueado únicamente por sitios de

restricción para la enzima Ncol fue necesario realizar una PCR para confirmar la correcta

orientación del gen (5’ – 3’), ya que existe la posibilidad que se encuentre clonado en sentido

inverso (3’ – 5’). Esta PCR se realizó según la composición de la tabla 4, sustituyendo el

oligonucleótido Reverse AS48 por el Reverse aadA; se incluyó además de las clonas a analizar, un

control negativo, en el cual el volumen correspondiente al ADN se sustituyó por agua estéril. Se

programó el termociclador de acuerdo con lo indicado en la tabla 5.

Al confirmar la orientación correcta del gen en la construcción, se realizaron análisis de

restricción.
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3.1kb                   680pb                        168pb                                  0.81kb 450pb

Figura 2 Sitio de amplificación para confirmar la unión en sentido 5’-3’ del gen Enterocina
AS-48 en el vector de expresión P464.

5.3 Transformación del cloroplasto de Chlamydomonas reinhardtii por el método de

biobalística

La transformación de cloroplastos es uno de los más utilizados debido a las ventajas que

ofrece sobre la transformación nuclear (Kanamoto et al., 2006); estas ventajas están

principalmente relacionadas por la cantidad de copias del genoma que hay en un cloroplasto en

comparación con el núcleo; debido a lo cual, la proteína de interés puede llegar a expresarse en

mayores concentraciones.

Además, el método de biobalística, basado en el bombardeo con micropartículas de oro

recubiertas con el ADN de interés se ha descrito como el mejor método para la transformación

de organelos como la mitocondria o el cloroplasto (Patiño Rodríguez, 2007).

5.3.1 Preparación de las células

Se partió de un cultivo líquido de Chlamydomonas reinhardtii en medio TAP con tres días

de crecimiento, el cual fue usado como preinóculo para 200mL de medio TAP líquido que se llevó

a incubación hasta alcanzar fase logarítmica bajo condiciones de luz blanca con fotoperiodo de

16 h luz 8 h oscuridad en agitación constante. El cultivo se sometió a centrifugación durante 5

AS-48 aadA

Ncol Ncol Pstl
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min a 3000 rpm con la finalidad de concentrar la biomasa y posteriormente se sembraron 200 µL

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

5.3.2 Preparación de la suspensión de partículas de oro

Se pesaron 50 mg de partículas de oro de 1 µm de diámetro en un tubo de 1.5 mL y se

agregó 1 mL de etanol puro grado biología molecular, agitando por 3 min, posteriormente, se

centrifugó a 14000 rpm durante 5 min y se descartó el sobrenadante; en seguida se añadió un

volumen de etanol al 70 % y tras mezclar vigorosamente 2 min, se dejó reposar a temperatura

ambiente durante 15 min, agitando cada 5 min; al final de este periodo, se centrifugó nuevamente

a 14000 rpm por 3 min, y tras descartar el sobrenadante, se añadió 1 mL de agua destilada y se

agitó durante 1 min, la mezcla se dejó reposar por 1 min, y posteriormente se centrifugó a 13000

rpm durante 2 min; estos lavados se repitieron dos veces, al final de los cuales, se añadió un

volumen de glicerol 50 % (v/v) adecuado para alcanzar la concentración de partículas a 60 mg/mL.

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

5.3.3 Preparación del material para bombardeo

Para recubrir las micropartículas de oro con el ADN a introducir, se agregaron 10 µL del

material genético (vector p464-AS48, a una concentración de 1 µg/µL) a 50 µL de la suspensión

de partículas preparada previamente; la mezcla se agitó de manera intensa durante 5 min,

posteriormente se añadieron 50 µL de CaCl2 2 M estéril + 20 µL de espermidina 0.1 M y se mezcló

nuevamente por espacio de 20 min manteniendo la temperatura a 4 °C, posteriormente se

agregaron 200 µL de etanol absoluto a temperatura ambiente, se agitó por 5 s y finalmente se

centrifugó por 30 s a 10000 rpm. Este procedimiento se repitió 4 veces descartando el
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sobrenadante en cada uno de ellos. Por último, el pellet formado se resuspendió en 30 µL de

etanol al 100 % y se mantuvo en hielo hasta su uso.

5.3.4 Bombardeo con partículas de oro

Para realizar el protocolo de biobalística se utilizaron las partículas de oro recubiertas con

la construcción p464-AS48 preparadas previamente y se siguieron los parámetros indicados en la

tabla 6.

Tabla 6. Condiciones para la transformación del
cloroplasto de C. reinhardtii mediante balística.

Parámetro Unidades
Distancia de disparo 9 cm
Vacío de Hg 20 pulgadas
Presión de He 1000 psi
Diámetro de partículas de oro recubiertas 1µM

Posterior al disparo, las cajas se sellaron y se incubaron durante tres días a 25 °C,

transcurrido este tiempo, se añadió 1 mL de medio TAP sólido a cada caja para recuperar las

células, las cuales fueron resembradas en medio TAP sólido adicionado con 50 mg/L de

Espectinomicina como agente de selección. Las cajas se mantuvieron en incubación a 25 °C. Las

resiembras subsecuentes se realizaron cada 15 días en medio TAP sólido aumentando la presión

selectiva a 100 mg/L de Espectinomicina y añadiendo un control de una cepa WT al medio

selectivo. Al cumplirse tres rondas de selección, las colonias resistentes al antibiótico se

resembraron en medio TAP líquido + Espectinomicina (100 mg/L).
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5.4 Clonación del gen Enterocina AS-48 en el plásmido de expresión pET32

5.4.1 Linealización del plásmido pET32

La construcción pET32-Enterocina AS-48, que en lo sucesivo se nombrará como pET32-

AS48 se realizó a partir del plásmido pET-32a (+). El cultivo de E. coli que contenían dicho plásmido

fue donado por el Dr. José Francisco Morales Domínguez de la UAA, a partir de éste se realizó un

stock en glicerol el cual se conservó a -60 °C. Aparte, se creció este mismo cultivo en medio LB

líquido más Ampicilina a 100 mg/L el cual sirvió para realizar una extracción de ADN plasmídico

mediante el kit de extracción Wizard® de Promega tal como se describió anteriormente. Se

verificó su concentración utilizando el NanoDrop y se realizó la digestión con la enzima Ncol de

Thermo Scientific siguiendo las cantidades indicadas en la Tabla 1. La mezcla de digestión se

incubó a 37 °C durante dos horas; posteriormente se corrió en un gel de agarosa al 1 % durante

90 min a 70 V. El gel se visualizó en el fotodocumentador, y se identificó y cortó la banda

correspondiente al plásmido linealizado. La banda obtenida se purificó utilizando el Kit de

Extracción GenElute™ de Sigma-Aldrich según el procedimiento descrito por el fabricante. El

plásmido linealizado y purificado (P+D) se almacenó a -20 °C hasta su uso.

5.4.2 Desfosforilación del plásmido pET32

Para evitar que el plásmido se ligue nuevamente, el plásmido pET32 linealizado se trató

con la enzima fosfatasa antártica de la marca BioLabs Inc.® la mezcla de reacción se preparó de

acuerdo a la Tabla 2 y se incubó a 37 °C durante 2 h, posteriormente se inactivó la enzima a 65 °C

por 5 min. El plásmido pET32 purificado, digerido y desfosforilado (P+D+F) se almacenó a -20 °C

hasta su uso.
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5.4.3 Construcción del vector de expresión pET32-AS48

El vector de expresión pET32-AS48 se construyó ligando el inserto liberado previamente

(gen AS-48) con el plásmido pET32 P +D+F utilizando una T4 DNA Ligasa de la compañía BioLabs

Inc®; se realizó la mezcla de ligación guardando la relación plásmido:inserto de 1:3 de acuerdo

con la Tabla 3, y se incubó a 28 °C durante 2 h y posteriormente a 4 °C durante 24 h, obteniendo

así la ligación pET32-AS48.

5.4.4 Transformación de E. coli TOP10 con la ligación pET32-AS48

Se transformaron células calcio competentes de E. coli TOP10 utilizando la técnica de

choque térmico descrita previamente. Se utilizaron 3 µL de la ligación pET32-AS48 obtenida en la

sección previa. Las células se plaquearon en medio LB adicionado con Ampicilina a 100 mg/L y se

cultivaron a 37 °C durante 24 h.

Al tener colonias creciendo en medio selectivo se realizó un cultivo líquido de las mismas

manteniendo la presión selectiva. Posteriormente se extrajo ADN plasmídico utilizando el kit de

purificación Wizard® de Promega de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se confirmó 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 transformación

Con el ADN obtenido en la sección anterior se realizó una PCR con la finalidad de confirmar

la presencia del gen que codifica para la Enterocina AS-48 en la construcción pET32-AS48. Las

mezclas de reacción 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 reacción obtenido se corrió en un gel de agarosa al 2 % a 70 V durante 45

min, y posteriormente se observó en un transiluminador.

5.4.6 PCR de orientación para la construcción pET32-AS48

Como se comentó previamente, el gen que codifica para la Enterocina AS-48 está

flanqueado por sitios Ncol; debido a esto, es necesario asegurar que se encuentre clonado en el

sentido adecuado (5’-3’); para esto se realizó una PCR de acuerdo a la tabla 4 sustituyendo el

oligonucleótido 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 alineación, 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 observó 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 secuenciación. Finalmente, las clonas

positivas, se almacenaron en glicerol 50 % a -60 °C hasta su uso.

5.5 Expresión del péptido antimicrobiano Enterocina AS-48 en E. coli BL21-pLysS

5.5.1 Inducción con IPTG

La expresión de la Enterocina AS-48 transgénica está bajo el control del promotor T7, este

sistema de expresión es de los más utilizados debido a que la RNA polimerasa T7 es 5 veces más

rápida 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-β-D-tiogalactósido), éste es un análogo no hidrolizable de la lactosa, pero que puede
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unirse a la proteína represora y de esta manera, permitir que la polimerasa inicie la transcripción

de las proteínas bajo el control del promotor T7.

Se ha observado que factores como la concentración de IPTG, la temperatura de

incubación y el tiempo posterior a la inducción influyen en la expresión de proteínas transgénicas

en E. coli (Larentis et al., 2011), por lo cual, para evaluar si las variaciones en estos factores

afectaban la expresión de la Enterocina AS-48, se realizó un diseño factorial en dos temperaturas

de incubación (28 °C y 37 °C).En cada diseño se probaron cuatro concentraciones de IPTG y tres

tiempos de muestreo posteriores a la inducción, además, al no tener referencia de dónde se

expresaría la Enterocina AS-48, fueron evaluadas las fracciones proteicas soluble e insoluble,

quedando los factores evaluados como sigue:

Factor Niveles
Concentración de IPTG (mM) 0, 0.1, 0.5 y 1

Tiempo post-inducción (h) 4, 6 y 12
Fracciones proteicas Soluble e insoluble

La combinación de los factores resultó en un total de 24 experimentos para cada temperatura,

cuyos resultados fueron analizados con el software Minitab® 19.2020.1.La metodología para la

inducción del cultivo se realizó conforme a lo descrito por Larentis y colaboradores (2011) con

algunas modificaciones.

Se partió de un pre-inóculo crecido en 10 mL de medio LB + 100 mg/L de ampicilina, este

cultivo se creció en agitación (150 rpm) a 37 °C toda la noche; de este pre-inóculo se tomó una

alícuota para ajustar a una DO de 0.1 (600 nm) un matraz de 250 mL con 50 mL de medio LB

manteniendo la presión selectiva y la agitación como en el paso previo; una vez que este matraz

alcanzó la DO de 0.6 (600 nm), el cultivo se dividió por mitades en matraces de 125 mL.
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Posteriormente, cada uno de los matraces de 125 mL se incubó en agitación (150 rpm) a 28 °C o

37 °C y se les adicionó la concentración de IPTG correspondiente al experimento de ese día.

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 extracción de proteínas.

5.5.2 Extracción de proteínas

Debido a las características de hidrofobicidad de la Enterocina AS-48 (GRAVY 0.53), se

pensó que su localización podía ser en cuerpos de inclusión, para lo cual fue necesario utilizar una

metodología que permitiera solubilizar las proteínas presentes en ellos. De manera general, estas

metodologías consisten en: I) Aislar los cuerpos de inclusión, II) Solubilizar los cuerpos de inclusión

y III) Plegado de las proteínas solubilizadas, para finalmente poder purificarlas (Singh, Upadhyay,

Upadhyay, Singh, & Panda, 2015).

Para la extracción de proteínas en cuerpos de inclusión, se partió de la pastilla de 2 mL de

muestra colectada a cada una de las horas establecidas; la cual fue resuspendida en 100 µL de

PBS y posteriormente sonicada (3 ciclos de 10 s a 30 % de amplitud por 10 s de descanso) en un

baño de hielo; en seguida la muestra se centrifugó durante 15 min a 13000 rpm y 4 °C, el

sobrenadante, que corresponde a las proteínas de la fracción soluble fue almacenado a 4 °C, y la

pastilla fue resuspendida en 50 µL de PBS + 1 % de Triton X-100 mezclando suavemente durante

5 min, al término de los cuales se centrifugó nuevamente bajo las mismas condiciones eliminando

el sobrenadante. El lavado se repitió ahora sin Triton X-100 y al término se resuspendió en 50 µL

de PBS. La suspensión resultante se dividió en cuatro alícuotas de 12.5 µL 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 inclusión, cada fracción fue lavada con una distinta concentración de urea en PBS,

siendo las concentraciones probadas 0 M, 1 M, 2 M y 4 M. El lavado se repitió sin urea para

posteriormente resuspender cada pastilla en 50 µL de PBS + 8 M de urea; esta suspensión se

incubó durante toda la noche a 4 °C. Finalmente, al término de este tiempo cada fracción fue

centrifugada bajo las condiciones descritas previamente; el sobrenadante, que contiene los

cuerpos de inclusión solubilizados se almacenó a 4 °C para su estudio posterior.

5.5.3 Cuantificación de proteínas totales

Para llevar a cabo la cuantificación de proteínas, se realizó una curva de calibración

utilizando como estándar BSA de acuerdo al protocolo indicado por Bio-Rad. Se preparó un stock

de BSA a 1 mg/mL, a partir del cual se realizaron las diluciones correspondientes para tener 500

µL de cada uno de los siguientes patrones: 5, 10, 15, 20, 25 y 30 µg/mL de proteína.

Posteriormente, en una microplaca de ELISA se añadieron por triplicado 100 µL de reactivo de

Bradford en 7 pozos (uno por cada concentración más un control sin BSA), seguidos de 100 µL de

cada una de los patrones. Cada pozo se homogenizó perfectamente y posteriormente la placa se

dejó incubar durante 3 min a temperatura ambiente y protegiendo de la luz. Al término de este

tiempo, se registró la absorbancia de la placa a 600 nm, y con las lecturas obtenidas se generó la

curva estándar de BSA.

Se realizó una dilución 1:5 de los extractos proteicos obtenidos previamente, de los cuales

se tomaron 5 µL que se aforaron a 50 µL con agua estéril en una microplaca de ELISA. Sobre cada

uno de los pozos que contenían las muestras se añadieron 50 µL de reactivo de Bradford y se

homogenizó perfectamente. En seguida la placa se protegió de la luz e incubó a temperatura
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ambiente durante 3 min, tras los cuales se leyó a 600 nm. Este procedimiento se realizó por

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

5.5.4 Identificación del péptido antimicrobiano Enterocina AS-48 recombinante

Con el uso de las proteínas transgénicas en aumento se hace presente la necesidad de

contar con estrategias que permitan su identificación y obtención en gran escala con la mayor

pureza posible. Los métodos más comunes son la adición de “etiquetas” peptídicas que no

interfieran con el efecto de la proteína de interés; de estos métodos, la etiqueta de histidinas es

la más utilizada (K. Terpe, 2003).

La identificación de la Enterocina AS-48 transgénica se realizó mediante   la técnica ELISA

(Ensayo de inmunoabsorción ligado a enzima) aprovechando la etiqueta de Histidinas en el

extremo 5’ que fue añadida en la secuencia.

En primer lugar, se realizó la identificación del péptido antimicrobiano Enterocina AS-48

mediante su peso molecular (7149 Da), para lo cual se prepararon geles de tricina-SDS Page con

urea y se utilizó un marcador de bajo peso molecular (Amersham ™ Rainbow ™ Marker-Low Range

3500-40000 Da). Los geles se prepararon de acuerdo a los siguientes volúmenes, 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 3 g
Urea 10.8g
Volumen final de agua 30 mL
APS (10 %) 100 µL
TEMED 10 µL



34

Tabla 5. Gel concentrador
REACTIVOS 4 % Gel

AB-3 1mL
Gel buffer (3X) 3 mL
Volumen final de agua 12 mL
APS (10 %) 90 µL
TEMED 9 µL

Una vez que los vidrios se colocaron en la base y se verificó que no hubiera fugas, se vertió

el gel separador hasta 2 cm antes del borde de los vidrios y el volumen restante se llenó con

isopropanol para facilitar la polimerización e impedir la entrada de aire al gel; se dejó polimerizar

por 30 min, tras los cuales se retiró el isopropanol y su volumen fue sustituido por gel

concentrador; al final se colocó el peine para formar los pozos y el gel se dejó polimerizar por

otros 30 min, tras los cuales se retiró el peine y los vidrios se desmontaron de la base para

colocarlos en la cámara de electroforesis.

Los extractos proteicos obtenidos previamente se cargaron en los pozos (1 µg de muestra

por pozo); y aparte se utilizaron controles de lisozima e insulina además de incluir el marcador de

bajo peso molecular. Posteriormente se corrió la electroforesis aplicando 30 V iniciales y cuando

el frente de carga pasó el gel concentrador, se aumentó a 200 V hasta el final de la corrida.

Una vez realizada la electroforesis de proteínas, los geles fueron teñidos con la técnica de

tinción rápida con azul de Coomassie (Tabla 6) adaptada de Wong et al (2000), la cual consistió

en colocar el gel en un recipiente apto para microondas y cubrirlo con el reactivo A, en seguida

se llevó al microondas hasta ebullición y posteriormente se enjuagó con agua destilada; este

procedimiento se repitió con los reactivos B, C y D. Finalmente, se vertió nuevamente reactivo D
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y se dejó toda la noche para desteñir por completo el gel. Al día siguiente, se buscó en el gel la

banda correspondiente a la Enterocina AS-48.

Para el ensayo de ELISA, se utilizaron microplacas de 96 pozos. Se colocó en cada uno 50

µL de buffer de carbonatos (35 mM NaHCO3 + 14 mM Na2CO3) y posteriormente se añadieron por

triplicado 50 µL de agua estéril (blanco) o 1 µg de cada fracción de las proteínas previamente

cuantificadas. Tras homogeneizar el pozo, se realizaron tres diluciones seriadas tomando 50 µL

del primer pozo y pasándolos al siguiente, los últimos 50 µL se descartaron. Posteriormente, la

placa se cubrió con papel aluminio y se incubó durante 24 h a 4 °C. Transcurrido este tiempo, la

placa se lavó tres veces con 200 µL 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 lavó nuevamente

tres veces con 200 µL de TBS-T, y posteriormente, se añadió el anticuerpo primario (Anti-His) a

una dilución 1:2000 disuelto en TBS más leche 1 %; se incubó durante 2 h a 37 °C, transcurrido

este tiempo, la placa se lavó como anteriormente se describió y en seguida, se añadió el

anticuerpo secundario ligado a peroxidasa a una dilución 1:5000; la dilución se preparó en TBS

más leche al 1 %. La placa se dejó incubar por 2 h a temperatura ambiente. Al término de este

paso, la placa se lavó nuevamente 3 veces con 250 µL TBS-T. Finalmente, se añadió a cada pozo

50 µL del sustrato ABTS (Ácido 2,2-azino-bis 3-etilbenztiazolina-6-sulfonico) disuelto en buffer de

fosfatasa recién preparado (0.1 M NaHCO3 + 1 mM MgCl2 pH 9.8) a una concentración de 1

mg/mL, la placa se dejó reposar hasta observar el cambio de coloración, en ese momento se

registraron las lecturas de absorbancia a 450 nm.
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Tabla 6. Preparación de soluciones para la tinción rápida de Coomassie

Solución
Azul de

Coomassie CBR-
250 (g)

Isopropanol (mL) Ácido acético
(mL)

Agua
desionizada (mL)

A 0.5 250 100 650
B 0.05 100 100 800
C 0.02 - 100 900
D - - 100 900

6. Discusión
Las enfermedades causadas por patógenos alimenticios están dentro de los problemas de

salud pública más 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 millón de personas fallecen cada año; estas muertes son completamente evitables

(Organización Panamericana de la Salud, 2019).

A pesar del control de calidad y las prácticas de higiene durante toda la cadena

alimentaria, las enfermedades de origen alimenticio e intoxicaciones han incrementado desde

inicios del milenio (García, Rodríguez, Rodríguez, & Martínez, 2010); ya que los alimentos pueden

contaminarse de manera externa en cualquier punto desde su producción hasta que llega al

consumidor; sin embargo, también se destaca que todo alimento cuenta con una microflora

característica, que en muchos casos pueden producir metabolitos que degradan el alimento al

crecer sin control (Choyam et al., 2019).

Las nuevas exigencias del mercado, así como la creciente demanda de alimentos

mínimamente procesados requiere el desarrollo de nuevas estrategias de conservación en

alimentos, dentro de las cuales se encuentra la llamada biopreservación (explora el potencial

antimicrobiano de algunos microrganismos o sus metabolitos), que tiene capacidad de aumentar



37

la vida de anaquel de los productos perecederos sin influir sobre sobre sus propiedades

organolépticas o nutricionales (García 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 conservación 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 así como la baja

estabilidad a altas temperaturas hacen necesaria la búsqueda de nuevas alternativas para su

aplicación 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 clínicas y alimenticias de

Enterococcus faecalis y su acción bacteriolítica ha sido probada contra una gran variedad

alimentos y contra diferentes  patógenos; entre los que destacan bacterias Gram positivas como

Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus; en Alicyclobacillus acidoterrestris inhibe tanto

la forma plantónica como las endoesporas. En el caso de las bacterias Gram negativas su efecto

debe ser complementado con algún agente quelante o tratamiento térmico (Burgos et al., 2014;

Choyam et al., 2019). Su potencial ha sido ampliamente estudiado, sin embargo, el uso comercial

está limitado debido a que sólo es posible obtenerla de la fuente original; una opción que vale la

pena explorar es la bioingeniería, técnica que en este caso puede ser utilizada para aumentar la

producción de la Enterocina AS-48 en huéspedes heterólogos que posteriormente permitan su

aplicación en la industria alimenticia (Choyam et al., 2019). Debido a que previamente los intentos

por obtener la Enterocina AS-48 han sido infructuosos (Fernández et al., 2007) en el presente
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trabajo hemos sentado las bases para lograr su expresión transgénica y trasplastómica al

desarrollar dos construcciones con las que será posible obtener la Enterocina AS-48.

El primero de ellos es la construcción 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 inducción con IPTG bajo distintas condiciones de temperatura, concentraciones

de inductor y tiempo de inducción nos han permitido identificar el péptido transgénico en la

fracción proteica insoluble, dentro de cuerpos de inclusión, lo cual no es extraño al ser una

proteína transgénica (Choi, Keum, & Lee, 2006). Las condiciones más favorables para su obtención

fueron 1 mM de IPTG a las 6 h de inducción para el ensayo a 28 °C y 0.5 mM de IPTG también a

las 6 h de inducción para el ensayo a 37 °C.

En el ensayo a 28 °C se observó una relación directamente proporcional entre la

concentración del inductor y la cantidad de péptido expresado en las primeras 6 h del ensayo; sin

embargo, a las 12 h de inducción, la relación 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 dañino sobre las mismas en

tiempos prolongados de exposición (Choi et al., 2006; Larentis et al., 2014), por lo cual es

recomendable la inducción en cultivos con densidad celular elevada (>2 Abs600nm) así como

disminuir los tiempos de inducción 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 más bajos que

para el caso anterior; a pesar de que el nivel de acumulación de una proteína de interés suele

estar relacionado con la cantidad de proteína total (Lee, Rhee, Kang, & Kim, 2006), sin embargo
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se han reportado cosos como el nuestro, donde a pesar de obtener una alta concentración de

proteína total, el péptido de interés resulta ser bajo (Nikerel, Toksoy, Kirdar, & Yildirim, 2005);

una explicación puede ser que como sugiere Leites (2011), a pesar del uso de cepas deficientes

en proteasas, se pueden degradar las proteínas recombinantes por el efecto de proteinasas

intracelulares, esto se observó también en otro estudio donde la expresión de la proteína

heteróloga fue inducida por lactosa e IPTG, siendo degradada cuando el inductor usado era IPTG

(Kilikian, Suárez, Liria, & Gombert, 2000).

En segundo lugar, se desarrolló la construcción p463-AS48, la cual fue introducida al

cloroplasto de Chlamydomonas reinhardtii mediante la técnica de biobalística; tras varias rondas

de selección 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

que no presentaron crecimiento y se tornaron amarillentas, como lo describe Carrizalez-López et

al., (2018); sin embargo, el parámetro de crecimiento en medio selectivo no confirma la presencia

del gen en el cloroplasto, por lo que posteriormente se realizará un análisis de PCR para

confirmarlo,  con el cual se espera confirmar que el cloroplasto de C. reinhardtii es un sistema de

expresión efectivo para diversas proteínas (Campos-Quevedo et al., 2013; Griesbeck et al., 2006).
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7. Conclusiones
• Es posible diseñar un gen sintético que codifique para la Enterocina AS-48 con los

codones optimizados para su expresión en el cloroplasto de Chlamydomonas reinhardtii.

• Se logró clonar el gen sintético Enterocina AS-48 en los plásmidos p463 y pET32,

para dar lugar a las construcciones p463-AS48 y pET32-AS48 respectivamente. Con la

primera se realizó la transformación del cloroplasto de C. reinhardtii 137(+) y la segunda

fue utilizada para transformar E. coli BL21-pLysS.

• Con la transformación de E. coli BL21-pLysS se logró obtener una línea productora

de Enterocina AS-48 transgénica.

• La transformación por balística de C. reinhardtii 137(+) con la construcción p463-

AS48 permitió la obtención de líneas transplastómicas capaces de crecer en medio

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