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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 patdogenos 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 BL21plLysS 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 y
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 poblacion, 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 Organizacién 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 contaminaciéon 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 cuestién, 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 interactian 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 4cido 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 | Lantibioticos: 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 inhibicidn 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 codificacion es
realizada en plasmidos (Heng, Wescombe, Burton, Tagg, & Jack, 2007) y fue descrita inicialmente
en el afio 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 uniéon 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 accion (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 mas 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) surgié 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 produccién
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 produccidn en sistemas actuales (Abengdzar et al., 2017), por
lo cual surge la necesidad de contar con sistemas de expresidn 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 produccién 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 secrecidn de las proteinas
al medio y la realizacién de modificaciones postraduccionales (Parachin et al., 2012), permitiendo
asi, disminuir los costos por purificacidn y escalamiento del proceso, sin embargo, se debe tener
especial cuidado con los patrones de glicosilacidn, ya que al contar con un sistema de glicosilacion
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 demas 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 producciéon 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 solo
requieren de algunos minerales en comparacion con los cultivos celulares; transformacion 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 tamafo, plegamiento, localizacién, complejidad vy
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
produccidn 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: I) 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, lll) 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 formacién 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 Ill) 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 degradacidn de proteinas, traduccion ineficiente o el uso de codones no éptimos 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
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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 expresion 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. reinhardltii 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 expresidon presentan caracteristicas tales como: Amplias facilidades para su
manipulacion genética, facil y rapido crecimiento, transformacién genética rapida, 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 pLysS, 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 expresion de Enterocina AS-48.

15



4.1 Objetivos especificos

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

oligonucledtidos especificos para su amplificacion.

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 Disefio 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 expresion 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 optimizacion de
codones para su expresion en el cloroplasto de Chlamydomonas reinhardtii fue realizada por la

compaiiia Synbio Technologies Inc.

5.1.2 Diseflo 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 utilizé 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 fusién (°Tm).
Los oligonucledtidos 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 clonacion 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 purificacién 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 utilizo
la enzima Ncol de la compaiia ThermoScientific; la primer digestion fue para liberar el inserto y
la segunda para linealizar el plasmido p463; ambas se realizaron a 37 °C durante 2 hy 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 pldsmido 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 (plasmido 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 BioLabs Inc.®, la mezcla de reaccién se preparé
de acuerdo a las cantidades indicadas en la tabla 2, se incub6é a 37 °C durante 2 h y
posteriormente, 2 min a 65 °C para inactivar la enzima. El plasmido p463 linealizado y

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

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

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 relacién 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 ligaciéon 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 uL de la mezcla de ligacidon 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 centrifugd el tubo a 10000 rpm durante 1 min,
se decantd el sobrenadante y se resuspendid 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 seleccidn y se incubaron
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durante 24 ha 37 °C. Al tener colonias creciendo en medio selectivo se confirmé la transformacién
mediante PCR y se realizd cultivo liquido de las mismas, manteniendo la presion selectiva.
Finalmente se realizd 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 extraccion 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 decantd y la pastilla
de células fue resuspendida con 250 L de solucidén de resuspension celular; posteriormente, se
afiadieron 250 pL de la solucidn de lisis celular y se mezclé 4 veces por inversion, se agregaron 10
pL de proteasa alcalina, y nuevamente se homogeneizd 4 veces por inversién, se incubd por 5 min
a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se afiadieron 350 uL de la solucién de
neutralizacion y tras invertir el tubo 4 veces para homogeneizar el contenido, se centrifugd 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 sometié 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 duracion de 2 miny 250 pL de la misma

solucidn (entre cada una de estas series se descarto el sobrenadante) y el dltimo 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 realizd una electroforesis en
gel de agarosa al 1 %, se cargaron 5 puL de ADN mas el buffer de carga y el gel se corrié a 100 V
durante 15 min. Posteriormente, el gel se visualizé en el transiluminador.

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

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

Ademas de los tubos de reaccidn con las clonas a analizar, se incluydé 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:

22



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 reaccién mediante electroforesis en gel
de agarosa al 2 %, corriendo el gel a 70 V durante 30 min. El gel obtenido se observé

posteriormente en el transiluminador para identificar la banda esperada.

5.2.9 PCR de orientacién para la construccidon 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 realizé6 seglin 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 orientacidén correcta del gen en la construccidn, 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 llevd
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 sometidé a centrifugaciéon 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 sdlido.

5.3.2 Preparacién de la suspensién de particulas de oro

Se pesaron 50 mg de particulas de oro de 1 um de diametro 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 descarté el sobrenadante; en seguida se afiadié un
volumen de etanol al 70 % y tras mezclar vigorosamente 2 min, se dejé 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 dejé 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 anadié 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 agitd de manera intensa durante 5 min,
posteriormente se afadieron 50 pL de CaCl; 2 M estéril + 20 uL de espermidina 0.1 M y se mezclo
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 repitidé 4 veces descartando el
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sobrenadante en cada uno de ellos. Por ultimo, el pellet formado se resuspendié en 30 uL 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 sdlido 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 incubacion a 25 °C. Las
resiembras subsecuentes se realizaron cada 15 dias en medio TAP sélido 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 Clonacidén del gen Enterocina AS-48 en el plasmido de expresién 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 realizo un
stock en glicerol el cual se conservd a -60 °C. Aparte, se crecid este mismo cultivo en medio LB
liquido mas Ampicilina a 100 mg/L el cual sirvio 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 digestidon 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 corrid en un gel de agarosa al 1 % durante
90 min a 70 V. El gel se visualizd en el fotodocumentador, y se identificé y cortd la banda
correspondiente al plasmido linealizado. La banda obtenida se purificé utilizando el Kit de
Extraccion GenElute™ de Sigma-Aldrich segun el procedimiento descrito por el fabricante. El

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

5.4.2 Desfosforilaciéon del plasmido pET32

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

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

El vector de expresién 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 ligacidon 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
seccidn 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 confirmd 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 reaccion 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 realizd 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 alineacién, 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 secuenciacion. 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 transcripcion
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 realizé 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 induccidon, ademas, al no tener referencia de donde 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 combinacién 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-inéculo 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 dividid por mitades en matraces de 125 mL.
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Posteriormente, cada uno de los matraces de 125 mL se incubd en agitacion (150 rpm) 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 inclusidn, 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 resuspendio en 50 pL
de PBS. La suspension 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 repitid sin urea para
posteriormente resuspender cada pastilla en 50 uL de PBS + 8 M de urea; esta suspensidn 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 realizé una curva de calibracion
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 pg/mL de proteina.
Posteriormente, en una microplaca de ELISA se afiadieron por triplicado 100 pL de reactivo de
Bradford en 7 pozos (uno por cada concentracion mas un control sin BSA), seguidos de 100 pL 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 registrd la absorbancia de la placa a 600 nm, y con las lecturas obtenidas se generd 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 plL 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 protegio de la luz e incubd a temperatura
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ambiente durante 3 min, tras los cuales se leyd a 600 nm. Este procedimiento se realizd 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 adicién 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 dejo 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 consistid
en colocar el gel en un recipiente apto para microondas y cubrirlo con el reactivo A, en seguida
se llevé al microondas hasta ebullicidon y posteriormente se enjuagd con agua destilada; este

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

Para el ensayo de ELISA, se utilizaron microplacas de 96 pozos. Se colocé en cada uno 50
uL de buffer de carbonatos (35 mM NaHCOs + 14 mM NaxCOs) y posteriormente se afiadieron por
triplicado 50 plL de agua estéril (blanco) o 1 ug de cada fraccién 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 cubridé 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 lavd 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 afiadio el
anticuerpo secundario ligado a peroxidasa a una dilucién 1:5000; la dilucién se prepard 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) . .g
(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. Discusion

Las enfermedades causadas por patégenos alimenticios estdn 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 afo; 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 produccién 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).

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 biopreservaciéon (explora el potencial

antimicrobiano de algunos microrganismos o sus metabolitos), que tiene capacidad de aumentar
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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 conservacion 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
aplicacién 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 accién 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
estd limitado debido a que sélo es posible obtenerla de la fuente original; una opcion que vale la
pena explorar es la bioingenieria, técnica que en este caso puede ser utilizada para aumentar la
produccion de la Enterocina AS-48 en huéspedes heterélogos que posteriormente permitan su
aplicacién 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
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trabajo hemos sentado las bases para lograr su expresion transgénica y trasplastomica al
desarrollar dos construcciones con las que sera 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 induccidn 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 inclusiéon, 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 induccién para el ensayo a 28 °Cy 0.5 mM de IPTG también a
las 6 h de induccidn para el ensayo a 37 °C.

En el ensayo a 28 °C se observd una relacion directamente proporcional entre la
concentracion del inductor y la cantidad de péptido expresado en las primeras 6 h del ensayo; sin
embargo, a las 12 h de induccién, la relacion 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 exposicion (Choi et al.,, 2006; Larentis et al., 2014), por lo cual es
recomendable la induccién en cultivos con densidad celular elevada (>2 Abseoonm) asi como
disminuir los tiempos de induccidn 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
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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 explicacién 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 construccién 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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7. 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 realizd la transformacidn 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.

. 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 solido + 100 mg/L de espectinomicina).

40



8. Referencias

Abengézar, M. A., Cebrian, R., Saugar, J. M., Garate, T., Valdivia, E., Martinez-Bueno, M., ... Rivas,
L. (2017). Enterocin AS-48 as evidence for the use of bacteriocins as new leishmanicidal
agents. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 61(4), 1-13.
https://doi.org/10.1128/AAC.02288-16

Beristain-Bauza, S. ., Palou, E., & Lopez-Malo, A. (2012). Bacteriocinas : antimicrobianos naturales
y su aplicacién en los alimentos. Temas Selectos de Ingenieria de Alimentos, 2(6), 64—78.

Burgos, M. J. G., Pulido, R. P., Aguayo, M. del C. L., Galvez, A., & Lucas, R. (2014). The cyclic
antibacterial peptide enterocin AS-48: Isolation, mode of action, and possible food
applications. International Journal of Molecular Sciences, 15(12), 22706-22727.
https://doi.org/10.3390/ijms151222706

Campos-Quevedo, N., Rosales-Mendoza, S., Paz-Maldonado, L. M. T., Martinez-Salgado, L.,
Guevara-Arauza, J. C., & Soria-Guerra, R. E. (2013). Production of milk-derived bioactive
peptides as precursor chimeric proteins in chloroplasts of Chlamydomonas reinhardtii. Plant
Cell, Tissue and Organ Culture, 113(2), 217-225. https://doi.org/10.1007/s11240-012-0261-
3

Carrizalez-Lopez, C., Gonzdlez-Ortega, O., Ochoa-Méndez, C. E., Galvan-Moreno, F. U., Rosales-
Mendoza, S., Monreal-Escalante, E., ... Soria-Guerra, R. E. (2018). Expression of multiple
antihypertensive peptides as a fusion protein in the chloroplast of Chlamydomonas
reinhardtii. Journal of Applied Phycology, 30(3), 1701-17009.
https://doi.org/10.1007/s10811-017-1339-4

Cebrian, R., Martinez-Bueno, M., Valdivia, E., Albert, A., Maqueda, M., & Sanchez-Barrena, M. J.
(2015). The bacteriocin AS-48 requires dimer dissociation followed by hydrophobic
interactions with the membrane for antibacterial activity. Journal of Structural Biology,
190(2), 162—-172. https://doi.org/10.1016/j.jsb.2015.03.006

Chen, R. (2012). Bacterial expression systems for recombinant protein production: E. coli and
beyond. Biotechnology Advances, 30(5), 1102-1107.
https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2011.09.013

Choi, J. H., Keum, K. C., & Lee, S. Y. (2006). Production of recombinant proteins by high cell density
culture of Escherichia coli. Chemical Engineering Science, 61(3), 876-885.
https://doi.org/10.1016/j.ces.2005.03.031

Choyam, S., Srivastava, A. K., Shin, J., Kammara, R., Degraeve, P., Bernard, C., & Lyon, U. (2019).
Ocins for Food Safety. Frontiers in Microbiology, 10(August).
https://doi.org/10.3389/fmicb.2019.01736

Clare, D. A., Valentine, V. W., Catignani, G. L., & Swaisgood, H. E. (2001). Molecular design,
expression, and affinity immobilization of a trypsin-streptavidin fusion protein. Enzyme and
Microbial Technology, 28(6), 483—-491. https://doi.org/10.1016/5S0141-0229(00)00361-6

Fernandez, M., Martinez-Bueno, M., Martin, M. C., Valdivia, E., & Maqueda, M. (2007).
Heterologous expression of enterocin AS-48 in several strains of lactic acid bacteria. Journal
of Applied Microbiology, 102(5), 1350-1361. https://doi.org/10.1111/j.1365-
2672.2006.03194.x

Galvez, A., Gimenez-Gallego, G., Maqueda, M., & Valdivia, E. (1989). Purification and amino acid
composition of peptide antibiotic AS-48 produced by Streptococcus (Enterococcus) faecalis

41



subsp. liquefaciens S-48. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 33(4), 437-441.
https://doi.org/10.1128/AAC.33.4.437

Galvez, A., Maqueda, M., Valdivia, E., Quesada, A., & Montoya, E. (1986). Characterization and
partial purification of a broad spectrum antibiotic AS-48 produced by Streptococcus faecalis.
Canadian Journal of Microbiology, 32(10), 765-771. https://doi.org/10.1139/m86-141

Garcia, P., Rodriguez, L., Rodriguez, A., & Martinez, B. (2010). Food biopreservation : promising
strategies using bacteriocins , bacteriophages and endolysins. Trends in Food Science &
Technology, 21, 373—-382. https://doi.org/10.1016/j.tifs.2010.04.010

Garg, N., Oman, T.J., Wang, T. A., Gonzalo, C. V. G. De, Walker, S., & Donk, W. A. Van Der. (2014).
Mode of action and structure — activity relationship studies of geobacillin I. The Journal of
Antibiotics, 67(1), 133—-136. https://doi.org/10.1038/ja.2013.112

Griesbeck, C., Kobl, I., & Heitzer, M. (2006). Chlamydomonas reinhardtii: A protein expression
system for pharmaceutical and biotechnological proteins. Molecular Biotechnology, 34(2),
213-223. https://doi.org/10.1385/MB:34:2:213

Heng, N. C. K., Wescombe, P. A., Burton, J. P, Tagg, J. R., & Jack, R. W. (2007). The Diversity of
Bacteriocins in Gram-Positive Bacteria. In M. A. Riley & M. A. Chavan (Eds.), Bacteriocins (p.
81). https://doi.org/10.1007/978-3-540-36604-1 4

Kanamoto, H., Yamashita, A., Asao, H., Okumura, S., Takase, H., Hattori, M., ... Tomizawa, K. I.
(2006). Efficient and stable transformation of Lactuca sativa L. cv. Cisco (lettuce) plastids.
Transgenic Research, 15(2), 205-217. https://doi.org/10.1007/s11248-005-3997-2

Kilikian, B. V., Suarez, |. D., Liria, C. W., & Gombert, A. K. (2000). Process strategies to improve
heterologous protein production in Escherichia coli under lactose or IPTG induction. Process
Biochemistry, 35, 1019-1025.

Korn, B., & Langlais, C. (2008). Recombinant Protein Production in Mammalian Cell Culture. In A.
Droge (Ed.), Encyclopedia of Molecular Pharmacology (3rd ed., pp. 1616-1620). Berlin.
https://doi.org/10.1007/978-3-540-38918-7

Langlais, C., & Korn, B. (2008). Recombinant Protein Expression in Bacteria. In 0. S. & R. W. (Eds.),
Encyclopedia of Molecular Pharmacology (pp. 1609—-1616). https://doi.org/10.1081/e-epcs-
120005601

Larentis, A. L., Argondizzo, A. P. C,, Esteves, G. D. S., Jessouron, E., Galler, R., & Medeiros, M. A.
(2011). Cloning and optimization of induction conditions for mature PsaA (pneumococcal
surface adhesin A) expression in Escherichia coli and recombinant protein stability during
long-term  storage.  Protein  Expression  and  Purification, 78(1), 38-47.
https://doi.org/10.1016/j.pep.2011.02.013

Larentis, A. L., Fabiana, J., Quintal, M., Esteves, S., Vareschini, D. T., Vicente, F., ... Medeiros, M. A.
(2014). Evaluation of pre-induction temperature , cell growth at induction and IPTG
concentration on the expression of a leptospiral protein in E . coli using shaking flasks and
microbioreactor. BMC Research Notes, 7(671), 1-13. https://doi.org/doi:10.1186/1756-
0500-7-671

Lee, K. M., Rhee, C. H., Kang, C. K., & Kim, J. H. (2006). Sequential and simultaneus statistical
optimization by dinamic design of experiment for peptide overexpression in recombinant
Escherichia coli. Applied Biochemistry and Biotechnology, 135(1), 59-80.
https://doi.org/10.1385/abab:135:1:59

Mayfield, S. P., Manuell, A. L., Chen, S., Wu, J., Tran, M., Siefker, D., ... Marin-Navarro, J. (2007).

42



Chlamydomonas reinhardtii chloroplasts as protein factories. Current Opinion in
Biotechnology, 18(2), 126—133. https://doi.org/10.1016/j.copbio.2007.02.001

Nikerel, I. E., Toksoy, E., Kirdar, B., & Yildirim, R. (2005). Optimizing medium composition for Taq|l
endonuclease production by recombinant Escherichia coli cells using response surface
methodology. Process Biochemistry, 40, 1633-1639.
https://doi.org/doi:10.1016/j.procbio.2004.06.017

Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura. (2019). Inocuidad
alimentaria. Retrieved from http://www.fao.org/food-safety/es/

Organizacion Panamericana de la Salud. (2019). La inocuidad de los alimentos es responsabilidad
de todos. Retrieved from
https://www.paho.org/hg/index.php?option=com_content&view=article&id=15241:food-
safety-is-everyone-s-business&Iltemid=1926&Ilang=es

Parachin, N. S., Mulder, K. C., Viana, A. A. B, Dias, S. C., & Franco, O. L. (2012). Expression systems
for heterologous production of antimicrobial peptides. Peptides, 38(2), 446—456.
https://doi.org/10.1016/j.peptides.2012.09.020

Patifio Rodriguez, O. (2007). Transformacion de cloroplastos de lechuga con tres genes sintéticos
de protegrinas con actividad antimicrobiana. (Tesis de maestria). Instituto Potosino de
Investigacion Cientifica y Tecnoldgica, San Luis Potosi, México.

Quezada Rivera, J. J. (2018). Obtencion de péptidos antimicrobianos recombinantes derivados de
Moringa oleifera Lam. y Enterococcus sp. (Tesis doctoral). Universidad Auténoma de
Aguascalientes, Aguascalientes, México.

Singh, A., Upadhyay, V., Upadhyay, A. K., Singh, S. M., & Panda, A. K. (2015). Protein recovery from
inclusion bodies of Escherichia coli using mild solubilization process. Microbial Cell Factories,
14(1), 1-10. https://doi.org/10.1186/s12934-015-0222-8

Smith, D. B., & Corcoran, L. M. (1994). Expression and Purification of Glutathione- S -Transferase
Fusion Proteins. In Current Protocols in Molecular Biology.

Sgrensen, H. P., & Mortensen, K. K. (2005). Advanced genetic strategies for recombinant protein
expression in Escherichia coli. Journal of Biotechnology, 115(2), 113-128.
https://doi.org/10.1016/j.jbiotec.2004.08.004

Terpe, K. (2003). Overview of tag protein fusions: From molecular and biochemical fundamentals
to commercial systems. Applied Microbiology and Biotechnology, 60(5), 523-533.
https://doi.org/10.1007/s00253-002-1158-6

Terpe, Kay. (2006). Overview of bacterial expression systems for heterologous protein
production: From molecular and biochemical fundamentals to commercial systems. Applied
Microbiology and Biotechnology, 72(2), 211-222. https://doi.org/10.1007/s00253-006-
0465-8

Vieira Gomes, A., Souza Carmo, T., Silva Carvalho, L., Mendonca Bahia, F., & Parachin, N. (2018).
Comparison of Yeasts as Hosts for Recombinant Protein Production. Microorganisms, 6(2),
38. https://doi.org/10.3390/microorganisms6020038

World Health  Organization. (2019).  Aditivos  alimentarios. Retrieved  from
https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/food-additives

43



