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Resumen

El creciente problema de la resistencia microbiana en todo el mundo ha recalcado
la necesidad de nuevos tratamientos para las infecciones causadas por bacterias
resistentes. Los péptidos antimicrobianos (PAM) se perfilan como alternativas
prometedoras debido a sus diversos mecanismos de accion, que los hacen eficaces
contra cepas resistentes. En este contexto, los PAMs AS-48 y E-760 derivados del
género Enterococcus surgen como buenas alternativas debido a sus propiedades

antibacterianas.

Este proyecto se centré en producir el péptido AS-48 recombinante en la microalga
Chlamydomonas reinhardti y la bacteriocina E-760 en las microalgas
Scenedesmus acutus, Nannochloropsis oculata y Chlorella vulgaris. Se logro la
transformacién genética de C. reinhardtii con el gen codificante para el péptido AS-
48 y se identifico una linea transplastémica, sin embargo, no se lograron lineas
transgénicas con el transgén E-760. La presencia y cantidad del péptido AS-48 se
confirmd mediante ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA),
obteniendo concentraciones maximas de 0,044 ug/uL de AS-48 en C. reinhardtii

gue pueden ser consideradas relativamente bajas a las reportadas en la literatura.

La actividad antimicrobiana de la proteina total soluble (PTS) de la cepa de C.
reinhardtii transplastémica y de una cepa sin transformar se probé frente a una
bacteria Gram positiva. Los resultados mostraron que la PTS de C. reinhardtii
transplastomica exhibe actividad antimicrobiana contra Listeria monocytogenes
ATCC 19118. Estos resultados sugieren que las microalgas se pueden utilizar
eficazmente para producir péptidos antimicrobianos como el AS-48. Este enfoque
tiene potencial para desarrollar nuevas estrategias para combatir las infecciones
causadas por bacterias resistentes a los antibioticos, lo que proporciona una via
prometedora para futuras investigaciones y aplicaciones en biotecnologia.

Palabras clave: péptidos antimicrobianos, AS-48, E-760 y Listeria monocytogenes.
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Abstract

The increasing issue of microbial resistance worldwide has highlighted the need for
new treatments for infections caused by resistant bacteria. Antimicrobial peptides
(AMP) are emerging as promising alternatives due to their diverse mechanisms of
action, which make them effective against resistant strains. In this context, AMPs
AS-48 and E-760 derived from Enterococcus genus, emerge due to their
antibacterial properties.

This project focused on producing the recombinant AS-48 peptide using the
microalgae species Chlamydomonas reinhardtii and producing E-760 in
Scenedesmus acutus, Nannochloropsis oculata, and Chlorella vulgaris. Genetic
transformation of C. reinhardtii was successfully achieved with the gene encoding
the AS-48 peptide, and a transplastomic line was identified; however, transgenic
lines of E-760 gene were not achieved. The presence and quantity of the AS-48
peptide were confirmed through enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA),
obtaining maximum concentrations of 0.044 pg/uL in C. reinhardtii which can be

considered relatively low than those reported in the literature.

The antimicrobial activity of the total soluble protein (TSP) of the transplastomic C.
reinhardtii strain and that of an untransformed strain was tested against a Gram
positive bacterium. The results showed that transplastomic C. reinhardtii TSP
exhibits antimicrobial activity against Listeria monocytogenes ATCC 19118. These
results suggest that microalgae can be effectively used to produce antimicrobial
peptides like AS-48. This approach has the potential to develop new strategies to
combat infections caused by antibiotic-resistant bacteria, providing a promising
avenue for future research and application in biotechnology.

Key words: antimicrobial peptides, AS-48, E-760 and Listeria monocytogenes.
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2. Introduccién

En la constante batalla contra los patégenos, la naturaleza ha proporcionado a los
organismos una serie de mecanismos de defensa, entre los que destacan los
péptidos antimicrobianos (PAM) como armas versatiles y potentes (Hancock y Sahl,
2006). Estos pequefios péptidos generalmente son catidnicos, aunque también
pueden ser anidnicos y constituyen una parte del sistema inmunoldgico innato,
mostrando una eficacia notable contra un amplio espectro de agentes infecciosos
qgue incluyen bacterias, hongos, virus e incluso parasitos (Zasloff, 2002). Sus
mecanismos de accion multifacéticos, que abarcan la alteracion de la membrana,
disrupcion de funciones intracelulares y las actividades inmunomoduladoras,
subrayan su importancia como candidatos prometedores para combatir la creciente

amenaza de la resistencia a los antimicrobianos (Mahlapuu et al., 2016).

La resistencia bacteriana a los antimicrobianos es un problema a nivel mundial que
ha sido reportado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y considerado
como el informe mas completo sobre la resistencia a los antibiéticos a escala
mundial, el cual aborda el origen y como generar terapias efectivas, particularmente
para cepas resistentes a multiples farmacos (WHO, 2014). Es bien sabido que los
antibiéticos son medicamentos utilizados para prevenir y tratar las infecciones
bacterianas; la resistencia a los antibidticos se da cuando las bacterias mutan en
respuesta al uso de los mismos. Una de las soluciones prometedoras es el uso de
péptidos antimicrobianos, naturales o sintéticos, que pueden usarse como modelo
para disefiar y crear nuevos farmacos o antibiéticos de nueva generacion (Rima et
al., 2021).

En la busqueda de fuentes sostenibles y escalables de péptidos antimicrobianos,
las microalgas han surgido como una opcién prometedora. Las microalgas, debido
a sus rapidas tasas de crecimiento y su capacidad para prosperar en diversas
condiciones ambientales, constituyen una plataforma atractiva para la produccion
de compuestos bioactivos, incluidos los PAM (Guzman et al., 2019). Se ha
reportado que las microalgas pueden ser utilizadas como una gran herramienta

biotecnolégica para producir los PAM con potente actividad antimicrobiana contra
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diversos patégenos, lo que presenta una alternativa sostenible a los métodos

tradicionales de sintesis de péptidos.

3. Antecedentes

3.1Péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos son componentes de los mecanismos de defensa
innatos de los seres vivos; son oligopéptidos entre 2 y 9 kDa y una longitud de 10
a 50 aminoécidos; algunas de las caracteristicas generales de los PAM es que su
estructura es helicoidal y entre sus propiedades fisicoquimicas se encuentra su
naturaleza cationica y anfipatica, lo cual facilita su interaccion con la membrana
celular de diversas bacterias Gram positivas y negativas, dafidndola y provocando
asi la muerte celular (Line et al., 2008). Los PAM producidos por bacterias son
llamados bacteriocinas; son metabolitos secundarios de algunas bacterias Gram
positivas y Gram negativas que presentan efecto bactericida frente a diversas
cepas. Los PAM ofrecen varias ventajas sobre los antibiéticos convencionales,
incluida una rapida actividad bactericida, una eficacia de amplio espectro y una baja
propension al desarrollo de resistencia (Zasloff, 2002). Ademas, los PAM exhiben
propiedades inmunomoduladoras, mejorando las respuestas inmunes del huésped
a las infecciones y promoviendo la cicatrizacién de heridas (Bowdish et al., 2005).
Ademas, su capacidad para penetrar biopeliculas, que son barreras protectoras
formadas por comunidades microbianas, los hace particularmente eficaces contra

infecciones crénicas y persistentes (Mansour et al., 2015).

3.2 Mecanismos de accion

Los péptidos antimicrobianos son moléculas pequeias que juegan un papel crucial
en la inmunidad innata contra una amplia gama de patdégenos, incluyendo bacterias,
hongos, virus e incluso parasitos. Los PAM que son de naturaleza catidnica
interaccionan con la membrana bacteriana cargada negativamente y asi causar
afectaciones en la permeabilidad, estabilidad, osmolaridad de la bicapa lipidica que

podra resultar en la lisis de la membrana o liberacion del contenido celular. Las
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interacciones principales para las bacterias Gram negativas se dan entre los
lipopolisacéaridos de las bacterias y los acidos teicoicos y lipoteicoicos de las Gram

positivas (Rajagopal et al., 2017; Baek et al., 2016).

Se han reportado distintos mecanismos de accion de los péptidos antimicrobianos

y se pueden clasificar en 2 tipos:
e Modelo de membrana (Figura 1)

o Modelo de barril: Los PAM se orientan inicialmente paralelos a la
membrana, pero eventualmente se insertan perpendicularmente en la
membrana. Esto durante el proceso de penetracion que promueve las
interacciones entre las regiones hidrofébicas de los péptidos y de la
membrana, de manera similar las regiones hidrofilicas de los péptidos

forman el lumen del canal (Kumar et al., 2018).

o Modelo de poro toroidal: este modelo es parecido al de barril solo que
las hélices peptidicas se insertan en la membrana y se unen a los
lipidos para formar complejos de poros toroidales cuando se

encuentra en altas concentraciones (Kumar et al., 2018).

o Modelo de alfombra: este mecanismo involucra grandes
concentraciones de proteina necesario para la formacion de micelas
en la membrana bacteriana que provoca un efecto tipo detergente

lisando completa o parcialmente la bicapa lipidica (Lee et al., 2015).

o Modelo agregado: En este modelo los PAM se unen a la membrana
anidnica que forma un complejo de péptidos-lipidos-agua. A
diferencia del modelo de alfombra en este se presentan canales que
permiten que el contenido intracelular se filtre provocando la muerte
celular (Hale et al., 2007).

17



Y
LA - AMP

j Electrostatic interaction

C “Toroidal-pore” model D “Aggregate” model

Figura. 1 Mecanismos de accién asociados a membrana. A) Modelo de barril B) Modelo de alfombra

C) Modelo de poro toroidal D) Modelo de agregado (Dong et al., 2024)

e Mecanismos de accion intracelular

o

Interaccion con &cidos nucleicos: Ejemplos de péptidos
antimicrobianos con este mecanismo de accion presentan secuencias
de aminoacidos homologas con la proteina encargada del
enrollamiento del ADN, la histona H2A (Cardoso et al., 2019). Esta
interaccién directa con el ADN ademas de dafarlo también puede

inhibir la replicacion o transcripcién (Cardoso et al., 2019).

Intervencion con la sintesis de proteinas: este tipo de interaccion
involucran péptidos ricos en residuos de prolina y arginina, estos
pueden unirse a los organulos encargados de la produccién de
proteinas como lo son los ribosomas interrumpiendo la traduccion en

las fases iniciales y de elongacion (Graf et al., 2017).

Intervencion en la actividad enzimatica: se han descubierto PAM que
pueden inhibir enzimas importantes involucradas en la transcripcién,
estos péptidos inhiben la actividad de la ARN polimerasa al bloquear
el correcto plegamiento de esta enzima (Braffman et al., 2019).
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o Intervencidn con la sintesis de la pared celular: la eixobactina es un
ejemplo de PAM que inhibe la sintesis de la pared celular al unirse a
un motivo altamente conservado de lipido Il y lipido Il (precursores
del acido teicoico de la pared celular) (Ling et al., 2015).

3.3 Bacteriocina E-760

La bacteriocina conocida como Enterocina E-760 (Figura 2a) es un PAM aislado y
purificado por diversos métodos bioquimicos y quimicos a partir del género
Enterococcus, dicha bacteria fue encontrada en el tracto gastrointestinal de aves
de corral (Line et al., 2008). Sus mecanismos de accion pueden ser diversos, ya
sea afectando la permeabilidad de la membrana plasmética con la formacién de
porinas o bien interviniendo en mecanismos moleculares como la sintesis,

translocacion y plegamiento de proteina (Téllez, 2010).

La bacteriocina E-760 se conforma por 62 residuos de aminoacidos, tiene un peso
de 5.362 kDa, es estable a pH de 5.0 a 8.7, tiene un punto isoeléctrico de 8.7 e
incluso demostré termoestabilidad al retener la actividad después de 5 minutos a
100°C. Se ha reportado su accion antimicrobiana tanto contra bacterias Gram
negativas (Salmonella enterica, Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, Klebsiella
pneumoniae) y bacterias Gram positivas (Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Listeria monocytogenes) (Line et al., 2008). Hoang y colaboradores
(2011) reportaron que el uso del PAM E-760 en aves de corral contra la bacteria
Gram negativa Campylobacter jejuni muestra altos niveles de inhibicién del
crecimiento bacteriano e incluso demostraron la capacidad de este patégeno de
generar resistencia a E-760; sin embargo, esta resistencia resulto inestable, con
tendencia a perderse. Una explicacion a esta resistencia puede estar dada por la
bomba de expulsibn CmeABC (bomba de expulsion de multiples farmacos de
Campylobacter) perteneciente a la familia de transportadores de expulsion de la
division de adaptacion de resistencia, ya que la inactivacion de CmeABC aumento

la susceptibilidad de las cepas resistentes a E-760 de 8 a 32 veces.

3.4 Bacteriocina AS-48

La bacteriocina AS-48 (Figura 2b) es un PAM compuesto de 70 aminoacidos, tiene
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un peso molecular de 7.14 kDa y un punto isoeléctrico de 10.09 (Grande Burgos et
al., 2014). Una de las caracteristicas que distinguen a este PAM es su estructura
circular compuesto por un enlace peptidico de cabeza a cola que lo categoriza
como un compuesto activo de gran estabilidad y actividad bactericida.

El péptido AS-48 es producido e inicialmente aislado de una cepa de Enterococcus
faecalis (Galvez et al., 1986); sin embargo, se han descubierto bacteriocinas muy
similares de varias cepas de E. faecalis con origenes tanto clinicos como de los
alimentos (Maqueda et al., 1998). Este péptido posee un amplio espectro de
actividad bactericida en contra de bacterias Gram positivas y Gram negativas. En
el caso de las bacterias Gram positivas (E. faecium CECT 410, S. durans CECT
411y S. pneumoniae ATCC 695) demostraron sensibilidad hacia la bacteriocina AS-
48 en donde se observé reduccién en el crecimiento y ademas una disminucién
constante de la viabilidad celular en cuestién de unas horas (Galvez et al., 1989).
Sin embargo, las cepas Gram negativas fueron 10 veces menos sensibles a AS-48
que las bacterias Gram positivas cuando se probaron en un medio sélido, esto
puede ser debido a la distinta composicion en su membrana celular. Las especies
mas sensibles fueron cepas de Escherichia coli, Myxococcus y Rhizobium, mientras
gue bacterias como Agrobacterium, Pseudomonas y Klebsiella requirieron de

concentraciones mayores de 100 pg/mL para su inhibicion (Galvez et al., 1989).

En cuanto a su mecanismo de accion se ha reportado que puede inducir la
formacién de diferentes tipos de poros como uno de tipo toroidal, esto se demostré
mediante simulaciones del autoensamblaje del péptido AS-48 (Cruz et al., 2013).
Cebrian y colaboradores en el 2015 reportaron que el efecto bactericida de este
péptido esta dado por dimeros inactivos que son solubles en agua que interactian
con la bicapa lipidica mediante interacciones hidrofébicas y electrostaticas, esto

conlleva a la desestabilizacién de la membrana provocando la muerte celular.
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wWMAKEFGIPAAVAGTVLNVVEAGGWVTTIVSILTAV
GKKKIEKKLYAKISERGAAALLSLGGSG

Figura 2. a) Estructura tridimensional de la bacteriocina E-760.b) Estructura de AS-48 a-hélice del

péptido circular maduro (Tomada de: JJ et al., 2019 y Burgos et al., 2014).

3.5 Proteinas recombinantes y otras plataformas de expresién

Las proteinas recombinantes son aquellas que se obtienen al expresar un gen en
un organismo modelo o una linea celular distinta a la célula original, modificadas
genéticamente por tecnologia de ADN recombinante y con caracteristicas definidas
en cuanto a crecimiento, rendimiento proteico, facilidad de manipulacién y costos
de produccidn; por lo que usarlas conlleva ventajas y desventajas inherentes a las

mismas.

Se han explorado diversas plataformas de expresion para la produccion de PAM,
como bacterias, levaduras, plantas y sintesis de péptidos sintéticos. Estas
plataformas ofrecen su propio conjunto de ventajas y desafios. Los sistemas de
bacterias y levaduras, por ejemplo, proporcionan altos rendimientos de expresion y
son susceptibles de manipulacién genética para optimizar la produccién de péptidos
(Parachin et al., 2012). Los sistemas de expresion basados en plantas, por otro
lado, ofrecen ventajas en términos de modificaciones postraduccionales y
escalabilidad (Hefferon, 2012). La sintesis de péptidos sintéticos permite un control
preciso sobre la secuencia y las modificaciones de los péptidos, pero puede tener

una escala y una rentabilidad mas limitada para la produccién a gran escala.

3.6 Microalgas como plataformas de expresion

21



Las microalgas eucariontes como sistemas de expresion de proteinas
recombinantes (Figura 3) ofrecen beneficios en su uso, como una tasa de
crecimiento rdpido y cultivos econdmicos, ya que soOlo requieren de algunos
minerales en comparaciéon con los cultivos celulares; también permiten una
transformacién genética en periodos de tiempo cortos y un alto rendimiento en las
proteinas recombinantes que expresan, ademas, no contienen toxinas ni son
afectadas por patdégenos humanos; aunado a esto son reconocidas como

microrganismos “GRAS” (Generally Regarded As Safe).

Figura 3. Microalgas utilizadas como organismo modelo. a) Chlamydomonas reinhardtii b) Chlorella
vulgaris ¢) Scenedesmus acutus d) Nannochloropsis oculata (Craig et al., 2021; Detrell., 2021;
Kabaivanova et al., 2020; Galina et al., 2018).

La microalga modelo Chlamydomonas reinhardtii cuenta con tres de sus genomas
secuenciados. Uno de los usos biotecnolégicos de esta microalga es la produccion
de proteinas recombinantes por medio de transformacion genética y esta es posible
en dos diferentes vias: nuclear y via cloroplastica (Kindle et al., 1994). Por via
nuclear se presentan ventajas como la realizacion de modificaciones
postraduccionales que permite que las proteinas tengan funcionabilidad como en

su organismo de origen y la posibilidad de que los productos sean secretados al
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medio; en cambio la via cloroplastica 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 en el cual es posible integrar
el gen de interés por medio de recombinacion homéloga, lo cual provee ventajas
como mayor nivel de expresion transgénica que da como resultado mayores

acumulaciones de proteinas recombinantes (Adem et al., 2017).

En el 2013, Koo y colaboradores reportaron el uso de Chlorella vulgaris para la
produccion del péptido antimicrobiano lactoferrina, expresado de manera estable
bajo el control del promotor constitutivo CaMV35S. La lactoferrina expresada de
manera heteréloga en la microalga mostré actividad antimicrobiana significativa
contra E. coli, sin embargo, no se menciond el rendimiento de la lactoferrina. Otro
ejemplo es el reportado por Chen y colaboradores (2001) en donde se transformo
genéticamente a Chlorella ellipsoidea para expresar transitoriamente a una
defensina de conejo (péptido neutréfilo de conejo-1), de igual manera se evalué la
actividad antimicrobiana in vitro contra las bacterias Bacillus subtilis, Escherichia
coli y contra el hongo Fusarium oxysporum; los resultados demostraron un efecto
inhibitorio significativo contra ambas bacterias y el hongo. Los ejemplos anteriores
permiten visualizar a las microalgas como sistemas de expresion de proteinas
recombinantes como una opcion atractiva para la generacion de PAM para uso

farmacéutico.

3.7 Aplicacion de los péptidos antimicrobianos

Los PAM han despertado un gran interés debido a sus diversas aplicaciones en
diversos campos, desde la industria farmacéutica hasta la agropecuaria. Estos
péptidos ofrecen gran versatilidad y los convierte en candidatos prometedores para
combatir enfermedades infecciosas y abordar el desafio de la resistencia a los
antimicrobianos, que se ha convertido en un problema de salud mundial. En
medicina, los PAM tienen un inmenso potencial como terapias novedosas para el
tratamiento de infecciones bacterianas. Estos péptidos pueden atacar las
membranas microbianas, alterando su integridad y provocando la muerte celular, lo

gue los hace eficaces contra bacterias Gram positivas y Gram negativas (Brogden,
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2005). Mas alla de la medicina, los PAM encuentran aplicaciones en diversas
industrias, incluidas la agricultura, la conservacion de alimentos y la cosmética. En
la agricultura, los PAM muestran potencial como alternativas a los pesticidas
convencionales para controlar patégenos vegetales y mejorar el rendimiento de los
cultivos (Pina-Pérez et al., 2017). En la industria alimentaria, el péptido mayormente
reportado es la nisina que se puede utilizar como conservante natural para inhibir
el crecimiento de microorganismos perjudiciales y patégenos transmitidos por los
alimentos, extendiendo asi la vida de anaquel de los productos (Gharsallaoui et al.,
2016). Ademas, se estan explorando los PAM por sus propiedades antimicrobianas
y antiinflamatorias en productos para el cuidado de la piel, lo que ofrece beneficios
potenciales para el tratamiento del acné (Harder et al., 2013). A pesar de sus
aplicaciones prometedoras, los PAM enfrentan desafios relacionados con la
estabilidad, la toxicidad y la escalabilidad de la fabricacién. Abordar estos
obstaculos requiere estrategias innovadoras como la ingenieria de péptidos, la
optimizacién de la formulacion y el disefio del sistema de administracion para

mejorar sus perfiles de eficacia y seguridad (Mishra et al., 2017).

3.8 Listeria monocytogenes: patogenicidad e importancia clinica

Listeria monocytogenes es una bacteria que causa enfermedades humanas y
animales, a menudo transmitida por el consumo de productos lacteos, carnes y
alimentos contaminados. Esta bacteria transmitida por los alimentos que se
encuentra en diversas fuentes, incluido el agua, el suelo y diferentes productos
alimenticios e incluso centros médicos, asi como en humanos y animales. A nivel
mundial, L. monocytogenes debido a su etiologia da lugar a tasas altas de
hospitalizacion y mortalidad (Liu et al., 2005), por lo que es de gran importancia
investigar la prevalencia de la resistencia a los antimicrobianos en patégenos
transmitidos por los alimentos como L. monocytogenes ya que nos sirve como una
herramienta valiosa para prevenir la aparicion de enfermedades y mejorar las
practicas de manejo de infecciones. Actualmente, el tratamiento principal para la
listeriosis humana implica una combinacién de ampicilina o amoxicilina con
gentamicina. Sin embargo, el uso excesivo de antibiéticos en la alimentacién animal

puede provocar un aumento de la resistencia antimicrobiana en estas bacterias,
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haciendo que el tratamiento sea menos eficaz (Troxler et al., 2000).

Estudios realizados en los ultimos 20 afios han documentado que L.
monocytogenes muestra resistencia a varios agentes antimicrobianos, incluidos
penicilina, ampicilina, tetraciclina, estreptomicina, clindamicina, oxacilina y
vancomicina (Troxler et al., 2000; Conter et al., 2009). Esta resistencia a multiples
antibioticos plantea un importante desafio para la salud publica, ya que la
prevalencia de infecciones por L. monocytogenes continla aumentando a pesar de
los avances en los procesos de produccion e inocuidad de alimentos y leche
(Nilsson et al., 2002).

3.9 Antecedentes directos

En trabajos previos realizados en el laboratorio de Biotecnologia Molecular se
generaron las construcciones pChlamy-E760 y p463-AS48. El vector de expresion
pChlamy_1 (Figura 4b) contiene lo siguiente elementos: promotor Hsp70A-Rbc S2,
el cual es un promotor quimérico constitutivo formado por la proteina de choque
térmico 70A y la subunidad pequefa de la enzima RuBisCO, también incluye el
intron Int-1 Rbc S2 que es el primer intrén de la subunidad pequefia de RuBisCO
(rbcs2) necesaria para mantener la alta expresion del gen de interés, ademas del
gen de la B2-tubulina que es un fuerte promotor que impulsa la expresion del gen
Aph7. Aph7 es el gen aminoglucosido-O- fosfotransferasa de Streptomyces
hygroscopicus, lo que confiere resistencia a la higromicina, que es un antibiotico
que actla contra bacterias, hongos y células eucariotas superiores. Su mecanismo
de accion implica su union a la subunidad ribosomal pequefia (30S) del ribosoma
70S e induce un cambio conformacional (Borovinskaya et al., 2008). Para obtener
la construccion pChlamy-E760 el gen de interés (Figura 4a) se liber6 del vector de
clonacion pUC-E760 mediante una digestion con las enzimas Xbal y Ndel, para
posteriormente subclonarlo en el vector de expresion pChlamy_1 linealizado con
las mismas enzimas (Figura 4b). Después de la ligacion se transformaron células
competentes de E. coli TOP 10 mediante choque térmico y crecieron en medio LB
(Luria-Bertani) sélido con ampicilina a 37°C durante toda la noche. Las clonas

transformadas se analizaron y confirmaron mediante analisis de restriccién y
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secuenciacion (Pérez-Juéarez., 2023).

a)

) . proteasa
Xbal Etiqueta His

trombina

|CCATGGTA NRWYCNSAAGGVGGAAGCV

LAGYVGEAKENIAGEVRKGWGMAGGFTHNKACKSFPGSGWASGTAAAGGAGGAC

Stop pChlamy_1
Ndel ! 4283 bp

Figura 4. a) Secuencia del gen E-760 y b) vector pChlamy_1.

El vector de expresion p463-AS48 (Figura 5) fue construido ligando el inserto (gen
AS48) liberado del plasmido pUC57-AS48 con el vector p463 linealizado. La
construccion p463-AS48 esta disefiada para la expresion del péptido
antimicrobiano AS-48 en el cloroplasto del alga verde C. reinhardtii. Esta
construccion incluye varios elementos criticos para garantizar la integracion y
expresion adecuadas dentro del genoma del cloroplasto. La region tscA actiia como
un sitio para la recombinacion homologa, facilitando la integracion de la
construccion en el ADN del cloroplasto. Rio arriba del gen de interés, la region atpA
5' sirve como promotor bicistronico, que impulsa la transcripcién tanto del gen aadA
como del gen de la enterocina. El gen aadA codifica una enzima que confiere
resistencia al antibiético espectinomicina, proporcionando un marcador
seleccionable para identificar transformantes exitosos. Finalmente, la region rbcL3'
funciona como un terminador de la transcripcion, asegurando la terminacion y
estabilidad adecuadas del ARNm transcrito. La transformacion fue confirmada
mediante PCR y finalmente se realizé un stock de glicerol de los cultivos, el cual
fue almacenado a -60 °C para su conservacion y posterior uso (Alegria-Mancilla.,
2021).
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Vector p463 (6.1 kb)

tscA atpA 5 AS-48 aadA rbcl 3°

- ‘~._~.~3‘

5
(Ncol Gl | CCtede  AS-48  stop

Figura 5. Vector de transformacion de cloroplasto p463. El gen sintético AS-48 consta de 168
nucledtidos, hacia al extremo 5" tiene una etiqueta de histidinas (6x), un sitio de restriccion proteasa
trombina y la secuencia del péptido AS-48; en el extremo 3'se encuentra el codén de paro y la

secuencia esta flanqueada por 2 sitios de restriccion Ncol en ambos extremos.

Ambos vectores fueron utilizados para el desarrollo de este proyecto.
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4. Justificacion

La resistencia bacteriana a los antibidticos es un problema de salud a nivel mundial.
El uso de péptidos antimicrobianos (PAM) sintetizados por bacterias (bacteriocinas)
son una solucion atractiva para combatir cepas bacterianas multirresistentes. La
produccion de PAM por medio de las microalgas S. acutus, C. vulgaris, N. oculata
y C. reinhardtii es una opcion viable debido a sus cortos tiempos de crecimiento,
bajos costos de produccion, y su capacidad para realizar un correcto plegamiento
de la proteina, estos factores son propicios para su produccion masiva.

5. Hipotesis

Las microalgas Scenedesmus acutus, Chlorella vulgaris, Nannochloropsis oculata
y Chlamydomonas reinhardtii son un sistema de expresion eficiente y estable para

la produccién de los péptidos E-760 y AS-48.

6. Objetivos

6.1 General

Expresar las bacteriocinas E-760 y AS-48 de forma recombinante en microalgas y

evaluar su actividad antimicrobiana.

6.2 Especificos

a) Confirmar la presencia de los transgenes en el vector de
expresion p463-AS48 y pChlamy-E760.

b) Transformar genéticamente la microalga S. acutus, C. vulgaris,

N. oculata y C. reinhardtii.
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c) Determinar la presencia del gen sintético AS-48 y E-760 en

cepas de microalgas transformadas.

d) Identificar el péptido recombinante en las cepas transformadas.

e) Evaluar actividad antimicrobiana del péptido recombinante.
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7. Metodologia

7.1 Evaluacion de la presencia del gen que codifica para la bacteriocina E-
760y AS-48 en la construccién pChlamy-E760 y p463-AS48
7.1.1 Extraccion de ADN plasmidico

La construccion p463-AS48 y pChlamy-E760 se crecieron en medio LB con
ampicilina (100 mg/mL). De ambos cultivos se extrajo el ADN plasmidico siguiendo
el método de Birnboim-Dolly (Sambrook et al., 2001). Para esto, primero se cosechd
la biomasa a 12000 rpm durante 3 min, la pastilla fue resuspendida en las
soluciones BDI (Tris base 0.25M pH=8, EDTA 10 mM y Glucosa 10 mM), BDII
(NaOH 0.2M y SDS 1%) y BDIII (Acetato de sodio 3M pH=4.8) con el fin de lisar la
membrana celular y eliminar las proteinas; se centrifugd, se recuperé el
sobrenadante y se almacend a -20°C con isopropanol para precipitar el ADN, las
pastillas resultantes se lavaron con etanol al 70%, y se dejaron secando a
temperatura ambiente; se resuspendieron en 30 mL de agua destilada estéril y se
almacenaron a -20°C. Para la evaluacion de la integridad del ADN plasmidico
extraido se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1%, el gel se corrié a 100

V durante 20 min. Finalmente, el gel se visualizé bajo luz UV.

7.1.2 Disefo de oligonucleétidos especificos para amplificacién del
gen de las bacteriocinas AS-48 y E-760

Para confirmar la presencia del gen E-760 y AS-48 en las construcciones pChlamy-
E760 y p463-AS48, respectivamente, se disefiaron cuatro oligonucleotidos
especificos (Tabla 1). Para el caso de la construccién p463-AS48, debido a que el
gen de interés se encuentra flanqueado por dos sitios de restriccion Ncol fue
necesario confirmar que el gen se encontrard en direccién 5" a 3’, por lo que se
disefid un oligonucleétido adicional que alinea en el gen aadA del vector de

expresion.

Tabla 1. Secuencia de oligonucleétidos que amplifican el gen AS-48y E-
760

Oligonucleétido Secuencia Longitud del

amplicon
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AS48-F 5ATGGCTAAGGAGTTCGGGATS3 | 168 pb

AS48-R 5CTTGAGGTACGCCTTAATGC3

E760-F 5GGTGCAGCAGGTTGTGTTTT3 | 139 pb

E760-R 5'CCCAACCACTACCAGGGAATZ

AS48-F 5ATGGCTAAGGAGTTCGGGAT | 978 pb
3’

aadA-R 5’CATTGCCCAGTCGGCAGC3’

7.1.3 Reaccién en Cadena de la Polimerasa para confirmar presencia

del transgén en las construcciones pChlamy-E760 y p463-AS48

Una vez extraido el ADN plasmidico tal como se indico en la seccién (7.1.1) y con

los oligonucleétidos disefiados como se describié anteriormente, se realiz6 una

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con los reactivos descritos a

continuacion (Tabla 2):

Tabla 2. Composiciéon de la mezcla de PCR

Reactivo Volumen (uL)
Buffer 10X sin MgCl2 2.5

dNTP’s 10mM 0.5
Oligonucleétido Reverse 10mM 0.5
Oligonucledtido Forward 10mM 0.5

MgCl2 50mM 1

Taq polimerasa 0.5

ADN (100 ng) 1

Agua estéril Hasta 25
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Volumen total 25

Se configuro el termociclador segun las condiciones descritas en la Tabla 3.

Tabla 3. Condiciones de la PCR
Temperatura ) ) .
. Tiempo (min) Ciclos
(°C)
Desnaturalizaci6
o 94 5 1
ninicial
Desnaturalizaci6
94 0.5 35
n
) ) Para AS-48: 55
Alineamiento 0.5 35
Para E-760: 62
Extension 72 0.5 35
Extensioén final 72 3 1

Al finalizar la PCR se analizaron los productos obtenidos mediante electroforesis
en gel de agarosa al 2%, corriendo el gel a 75V durante 30 minutos; y con ayuda
de un marcador molecular de 100 pares de bases se visualiz6 la banda

correspondiente al amplicon de interés.

7.2Transformacion via nuclear de C. vulgaris, S. acutus y N. oculata

La transformacion genética de S. acutus UTEX 72, C. vulgaris OW-01y N. oculata
CCAP 849/7con el gen sintético que codifica para la bacteriocina E-760 se realiz
utilizando A. tumefaciens portadora de la construccion pChlamy-E760 siguiendo el
protocolo descrito por Kumar et al., (2004), el cual consistié en crecer un preindculo
de las microalgas en 10 mL de medio TAP (Tris-Acetato-Fosfato; Tris base, sales
TAP, KPO4 1M, solucion de metales TAP) liquido durante un periodo de 5 a 7 dias
en agitacion; a la par, se crecié un preindculo de A. tumefaciens en medio YM
(Yeast and Mold; Extracto de levadura, manitol, NaCl, MgSO,, NaH2POa4) con
ampicilina (100 mg/mL), hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0.6 a 595 nm.

Pasados los 5 dias, el cultivo de cada una de las microalgas se centrifugé a 2,500
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rom por 3 min, con el fin de recuperar suficiente biomasa, la cual se sembré en
medio TAP solido con acetosiringona 100 uM, adicionalmente se afiadieron 200 L
del cultivo de A. tumefaciens con acetosiringona 100 uM encima de las microalgas
sembradas. Las cajas se incubaron durante 48 h a 25°C en la obscuridad. Pasado
este tiempo, se hicieron lavados con medio TAP liquido, para esto, se adicion6 1.5
mL de medio TAP liquido para despegar las células del medio, estas se
recolectaron en un tubo de 1.5 mL y se centrifugaron a 2,500 rpm por 5 minutos, se
retird el sobrenadante y la pastilla se resuspendié con 1 mL de medio TAP liquido
con cefotaxima (500 mg/L), que es un antibidtico utilizado para eliminar la presencia
de A. tumefaciens. Finalmente, las células se sembraron en medio TAP sdlido con
10 mg/L higromicina y 250 mg/L de cefotaxima. Las células se resembraron cada
dos semanas, cuando se observaron colonias aisladas, la presidén selectiva de
higromicina B fue aumentando hasta alcanzar una concentracion de 30 mg/L,
mientras que la concentracion de cefotaxima fue disminuyendo en cada paso de
resiembra, retirAndola en el momento que la bacteria fue eliminada por completo

del medio.

7.3Transformacién via cloroplasto de C. reinhardtii con microparticulas de

oro

Las microparticulas de oro que actian como portadores del ADN que se entregara
a las células diana, para recubrir con el ADN plasmidico extraido de la construccion
p463-AS48, se agregaron 10 ug del material genético a 50 pL de la suspension de
particulas preparada previamente, la mezcla se agitdé en vortex durante 5 min,
posteriormente se afiadieron 50 uL de CaClz 2 M estéril mas 20 uL de espermidina
0.1 M y se mezcl6 nuevamente por espacio de 20 minutos manteniendo las
microparticulas en hielo, posteriormente se agregaron 200 pL de etanol absoluto a
temperatura ambiente, se agité por 5 s y finalmente se centrifugd por 30 s a 10000
rpm. Este procedimiento se repitio 4 veces descartando el sobrenadante en cada
uno de ellos. Por ultimo, el pellet formado se resuspendié en 30 pyL de etanol al 100

% y se mantuvo en hielo hasta su uso.

Para realizar la correcta transformacion del cloroplasto de microalgas en el
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protocolo de biobalistica se utilizd un sistema de entrega de particulas biolisticas
PDS-1000/He (BIO-RAD, S.A.). Las particulas de oro previamente preparadas se
utilizaron para realizar 3 disparos a una distancia de 9 cm y otros 3 disparos a una
distancia de 11 cm, cada uno de los disparos se realizé a una caja de medio TAP
sélido con la microalga C. reinhardtii, siguiendo los parametros indicados en la
Tabla 4.

Tabla 4. Condiciones para la transformacién de C. reinhardtii mediante
balistica
Parametro Unidades
Distancia de disparo 9y llcm
Vacio de Hg 15 pulgadas
presion de He 1000-1100 psi
Diametro de microparticulas 1pum

Posterior al disparo, las cajas se sellaron y se incubaron durante 48 horas a 25 °C,
transcurrido este tiempo, se afiadié 1 mL de medio TAP sélido a cada caja para
recuperar las células, las cuales fueron resembradas en medio TAP sdélido
adicionado con 100 mg/L de espectinomicina como agente de seleccion. Las cajas
se mantuvieron en incubacion a 25 °C. Las resiembras subsecuentes se realizaron
cada 15 dias en medio TAP solido dejando la presion selectiva a 100 mg/L de
espectinomicina y afiadiendo un control de una cepa sin transformar (WT) al medio
selectivo. Al cumplirse tres rondas de seleccidn, las colonias resistentes al

antibiotico se resembraron en medio TAP liquido mas espectinomicina (100 mg/L).

7.4 Extraccion de ADN genomico
Con la finalidad de confirmar la presencia del gen codificante de las bacteriocinas
AS-48 y E-760 en las microalgas, se realizé una extraccion del ADN gendmico de
cultivos de S. acutus, C. vulgaris, N. oculatay C. reinhardtii que se crecieron en

agitacion constante a 25°C, con 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad.

Partiendo del cultivo en medio TAP liguido mas espectinomicina para la

construccion p463-AS48 e higromicina para pChlamy-E760 a concentraciones de
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100 mg/mL y 15 mg/mL respectivamente, se tomaron 1.5mL del mismo, y se
centrifugaron a 12000 rpm durante 3 minutos; se decant6 el sobrenadante y las
pastillas de células se resuspendieron en vértex con 500 pL de solucion de buffer
TEN (Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 10 mM y NaCl 150 mM) y se centrifugaron por
30 segundos a 13000 rpm descartando el sobrenadante; posteriormente, se
afiadieron 150 pL de agua estéril ademas de 300 pL de buffer SDS-EB (SDS 2%,
NaCl 400 mM, EDTA 40 mM y Tris-HCI 10 mM pH 8) para resuspenderlos
nuevamente por medio de vortex y afadir 350 pL de fenol/cloroformo para
homogeneizar en vortex, se centrifugaron a 13000 rpm durante 5 min. Al término
de este paso, se recuperd la fase acuosa con ayuda de una micropipeta;
posteriormente se afiadieron 2 voliumenes de etanol absoluto y se incubaron por 30
minutos en hielo. Se centrifugaron por 2 minutos a 13000 rpm y se decanté el
sobrenadante subsecuentemente se lavaron las pastillas con 200 pL de etanol al
70% y se dejaron secando hasta que no hubo residuos de etanol. Se afiadieron 40

UL de agua estéril para resuspender las pastillas y recuperar el ADN extraido.

Para confirmar la integridad del ADN gendémico extraido, se realizO una
electroforesis en gel de agarosa al 1%, cargando 5uL de ADN mas el buffer de
carga, el gel se corri6 a 120V durante 20 minutos. Transcurrido el tiempo, se
observo el gel en el transiluminador y se visualiz6 la banda correspondiente al ADN
extraido, el tubo con la extraccion se almacen6 a -20°C para los experimentos

posteriores.

7.5 Reaccién en Cadena de la Polimerasa para confirmar transformacién
genética de las microalgas

Una vez extraido el ADN genomico de las posibles cepas transformadas de cada

especie y con los oligonucle6tidos previamente disefiados, se realizé una PCR con

las mismas condiciones descritas anteriormente (Tabla 2 y 3) a fin de comprobar

que el gen de interés se encontrara en las microalgas analizadas.

Al finalizar la PCR se analizaron los productos obtenidos mediante electroforesis
en gel de agarosa al 2%, corriendo el gel a 75V durante 30 minutos y con ayuda de

un marcador molecular de 100 pares de bases se visualizd la banda
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correspondiente al amplicon de interés.

7.6 Analisis de identificacion de la proteina recombinante (PR)

7.6.1 Extraccion de proteinas de microalgas
El procedimiento que se detalla a continuacion se realizé siempre manteniendo las

muestras en hielo.

A partir de un cultivo liquido de las microalgas transformadas y un cultivo sin
transformar (WT), se obtuvo el extracto de proteina soluble e insoluble a partir de
400 mL de un cultivo liquido. Primeramente, se cosechd la biomasa mediante
centrifugacion por 15 minutos a 5,000 rpm, se descarté el sobrenadante y a la
pastilla obtenida se le afiadié 500 pL de buffer de extraccién (Tris-HCI 20 mM, pH
8) y 0.1 mM de inhibidor de proteasas para posteriormente sonicar a una potencia
de 45%, 8 veces por 10 s, entre cada sonicacion se dej6 reposar 1 minuto en hielo.
Posteriormente se centrifugé a 10,000 rpm por 2 minutos a 4°C, se recupero la
proteina total soluble (PTS) y se almacend a -20°C. A la pastilla restante se le
afadio 200 yL de buffer de urea (Urea 8 M, NaPO4 20 mM pH 7.4 y NaCl 500 mM)
y se centrifugd a temperatura ambiente durante 2 minutos a 10000 rpm, el
sobrenadante se colocd en un tubo nuevo y se obtuvo la proteina total insoluble

(PTI), la cual se almacené a -20°C.

7.6.2 Cuantificacién de proteina total
Después de la extraccion de la PTS y PTI de las lineas transformadas y de una
cepa WT de C. reinhardtii, las proteinas se cuantificaron por el método de Bradford
por triplicado, colocando 1 pL de cada extracto mas 100 pL del reactivo de Bradford
en una placa de 96 pozos para finalmente medir la absorbancia a 600 nm. Se utilizé
una curva estandar con distintas concentraciones de BSA para interpolar las

lecturas de absorbancia registradas de los extractos proteicos.

7.6.3 Ensayo de ELISA

Para el ensayo de ELISA, se utiliz6 una placa de microtitulacién, la cual se
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almacené durante toda la noche a 4°C con la PTS y PTI de la cepa transformada
y de la cepa silvestre a una concentracion de 150 ug/uL y se mezclé con el buffer
de carbonatos (100mM NaHCOs3, 100mM Na2COs, pH 9.6), esto se realizd por
triplicado; los pocillos se lavaron con buffer Tris Salino-Tween 20 (TBST),
posteriormente se bloqueo la placa con leche descremada Svelty de Nestle® Total
Move al 5% con PBS, y se incubé durante 2 h a temperatura ambiente, se realizaron
3 lavados con TBST, después se incubd la placa durante 2 h a 37°C con un
anticuerpo primario dirigido contra la etiqueta de histidinas a una dilucion 1:1000 y
se incubo toda la noche a 4°C, posteriormente se realizaron 3 lavados con TBST y
se afiadio el anticuerpo secundario a una concentraciéon de 1:2000 (anti-ratén
conjugado a fosfatasa alcalina) y se incub6 durante 2 h a 37°C para su posterior
lavado con TBST, finalmente se afiadié la solucion de revelado (3 mM p-
nitrofenilfosfato diluido en buffer de sustrato: 10mM dietanolamina, 0.5 mM MgClz,
pH 9.8). Posteriormente se realizd la lectura de absorbancia de las placas a una
longitud de onda de 450 nm utilizando un espectrometro. Se realiz6 una prueba de
ANOVA (p<0.05) comparando la cepa silvestre con la PTS y PTI de la cepa
transformada; las lecturas de absorbancia del blanco (ELISA sin proteina) fueron

restadas de las absorbancias obtenidas por la cepa silvestre y transformadas.

7.7 Ensayos antimicrobianos de la PTS transplastémica contra Listeria
monocytogenes ATCC 19118

Para este experimento se utilizé la PTS de C. reinhardtii transplastomica donde se
confirmd la presencia del péptido AS-48, ademas de PTS de la cepa silvestre (WT).
El ensayo antimicrobiano se realiz6 utilizando el método de conteo de unidades
formadoras de colonia (UFC), para ello se ajusto la densidad bacteriana a 0.5 en la
escala de McFarland (aproximadamente 1.0 x 108 UFC/mL) en 1 mL de
amortiguador HEPES (1% dextrosa, 10 mM HEPES, pH 5.4) de cultivos bacterianos
de L. monocytogenes ATCC 19118, para lo cual se realizé una dilucion 1:1000 para
obtener una concentracién de 1.0 x 10° UFC/mL, se incubaron tubos que contenian
la PTS de la linea transplastomica de C. reinhardtii, PTS de la cepa WT, 5 ug nisina
como control negativo de crecimiento y la bacteria sin tratamiento como control
positivo de crecimiento. Los tubos se incubaron a 37 °C y se tomaron alicuotas a

los 0, 30, 60, 90 y 120 min. En cada tiempo se realizaron diluciones 1:10 hasta
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llegar a la concentracion de 1.0 x 102 UFC/mL, se sembraron alicuotas de 10 pL en
placas de agar Luria-Bertani (LB) para realizar el conteo de colonias (Figura 6). Las
placas se incubaron durante 16 h a 37 °C, se realiz0 el conteo de colonias
transcurrido este tiempo y se grafico en funcién logaritmica base 10. La bacteria L.
monocytogenes ATCC 19118 se analiz6 expuesta a distintas concentraciones de
PTS de la microalga transplastomica y de C. reinhardtii. silvestre (500, 750 y 1500
Mg). La PTS silvestre (WT) se utilizd como tratamiento con la finalidad de comparar
la actividad antimicrobiana con la de la PTS de la linea transplastomica y asi
identificar la actividad derivada del péptido AS-48 contenido en la PTS
transplastomica. Todos los experimentos se realizaron por triplicado bioldgico y

técnico en un volumen final de 1 mL (Figura 6).

HEPES 10mM_ 1N

dexiross
- o =
Wllivo Dactenano
con Ip
MEPES 10mM 1% P—
dextrosa
Q0 081
== cuitvo bactenano
. . ——— . 1x10'UFC
:' - Nusina 110
PreS Control negativo
X0 UFC S
Listera (unidades x10'u MEPES 10mM. 1% 1IX100UFC I x10° UFC 1x10*UFC

formadonss Sextrosa
19118 de colonia) .
cult'vo bactenano

ors 1104 UFC
transolastomca
forr
HEPES 10mM,_ 1%
deirosa
L
CUltivo Daclerano
+
PIS 00
transformante

Figura 6. Esquema de ensayo antimicrobiano.

8. Resultados
8.1 Confirmacién del transgén en la construccién pChlamy-E760 en

Agrobacterium tumefaciens
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Para confirmar que la construccion pChlamy-E760 mantuviera el gen de interés se
realizd una PCR con los oligonucleotidos especificos para el gen sintético y se
corrié un gel de agarosa al 2 %. En la Figura 7 se puede observar el amplicon
deseado con un tamafo de 139 pb.

Figura 7. Confirmacién de gen E-760 por PCR en la construccion pChlamy-E760. 1) Marcador de
peso molecular (100 pb). 2) Amplificacion del gen E-760 en Agrobacterium tumefaciens (139 pb). 3)
Amplificacién del gen E-760 en E. coli (139 pb).

8.2 Confirmacién del transgén en la construccion p463-AS48 en E. coli

Para confirmar que la construccién p463-AS48 mantuviera el gen de interés se
realizd una PCR con los oligonucledtidos especificos para el gen sintético y se
corrié un gel de agarosa al 2 %. En la Figura 8 se puede observar el amplicon
deseado con un tamafo de 168 pb. Lo que indica que la construccion p463-AS48
contiene el gen de interés, también se puede observar una banda de
aproximadamente 978 pb en los carriles 4 y 5, lo que indica que el gen se encuentra

clonado en sentido 5’-3’.

Figura 8. Confirmacion del gen AS-48 por PCR en la construccion p463-AS48. 1) Marcador de peso
molecular (100 pb). 2) Gen AS-48 (Replica 1). 3) Gen AS-48 (Replica 2). 4) Orientacién gen AS-48
(Replica 1). 5) Orientacion gen AS-48 (Replica 2).

Se confirmé la presencia del gen AS-48 y su orientacion en la construccién p463-
AS48, debido a que el gen se encontraba flanqueado por 2 sitios de restriccion Ncol
era necesario comprobar la orientacion correcta, esto se realizo sustituyendo el

oligonucledtido R-AS48 por el oligonucleétido R-aadA (Tabla 1).

8.3 Transformacidn via nuclear de C. vulgaris, S. acutus y N. oculata
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En el protocolo por transformacion via nuclear se utilizé la cepa de A. tumefaciens
GV3103 portadora del gen E-760 a una densidad 6ptica de 0.65 a 595 nm y cultivos
de 5 dias de S. acutus UTEX 72, C. vulgaris OW-01 y N. oculata CCAP 849/7.
Después del periodo de co-cultivo, células de las 3 especies de microalgas se
resembraron en medio TAP con higromicina (10 mg/L) y se dejaron crecer por 2
semanas. En la Figura 9 se observa crecimiento de las tres diferentes microalgas
en medio selectivo, indicando que estas son resistentes a higromicina, suponiendo

hasta el momento que son portadoras de la construccién pChlamy-E760.

Figura 9. Microalgas transformantes en medio TAP sélido con higromicina (30 mg/L). a)
Scenedesmus acutus UTEX 72. b) Chlorella vulgaris OW-01. ¢) Nannochloropsis oculata CCAP
849/7.

Después de la transformacion se realizaron pruebas moleculares por PCR, se
analizaron 10 colonias de las microalgas posiblemente transformadas y no se logro
demostrar que estas microalgas estuvieran transformadas y presentaran el gen de
interés. Se probaron distintas condiciones de PCR para la amplificacion del gen E-
760, incluyendo distintos protocolos de extracciéon de ADN para obtener una mejor
calidad. Sin embargo, se obtuvieron resultados negativos en las colonias
analizadas por lo tanto se decidié enfocar el trabajo en C. reinhardtii que fue

transformada via cloroplasto.

8.4 Transformacion por balistica de la microalga Chlamydomonas
reinhardtii 137 (+)

El procedimiento de balistica fue realizado en el Laboratorio de Biologia Molecular
de Plantas del IPICYT,; tras el cual, las cajas con los cultivos transformados se
mantuvieron en incubacion a 25 °C en el cuarto de cultivo del Laboratorio de
Biotecnologia Molecular de Células Vegetales. Dos dias después del disparo con
las microparticulas recubiertas, los cultivos se cambiaron a medio selectivo (TAP
sélido mas espectinomicina 100 mg/L) y a partir de ahi se resembraron cada 15

dias continuando la presion selectiva a 100 mg/L de espectinomicina.
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Después de tres rondas de seleccibn con espectinomicina, se seleccionaron
colonias y se inocularon en medio liquido TAP mas espectinomicina (100 mg/L), las
cuales han crecido en el medio de seleccion a diferencia de las colonias sin
transformar (WT) que se tornaron amarillas después de las rondas de seleccion, lo

gue puede indicar que son portadoras de la construccion p463-AS48 (Figura 10).

Figura 10. Chlamydomonas reinhardtii en medio TAP sdlido con espectinomicina (100 mg/mL). a'y

b) Colonias sin transformar (WT) y posibles colonias transformadas sefialadas en los circulos azules.

Sin embargo, fue necesario confirmar mediante una prueba de PCR la presencia

del gen AS-48 en las microalgas transformadas.

8.5 Identificacion del gen AS-48 en las microalgas transgénicas

Se analizaron las microalgas transformadas con la construccion p463-AS48 (Figura
11) para confirmar la presencia del gen AS-48 en C. reinhardtii. Se analizaron 4
colonias resistentes a espectinomicina obteniendo 1 positivo, en este trabajo se
muestran imagenes representativas del analisis por PCR de las 4 lineas

transformantes.

Figura 11. Confirmacién de gen AS-48 por PCR en Chlamydomonas reinhardtii. 1) Marcador de
peso molecular. 2) Blanco. 3) Control negativo (cepa silvestre). 4) Linea transformada 5.1. 5) Linea
5.2. 5) Linea 5.3. 5) Linea 5.4. 8) Control positivo (p463-AS48).

8.6 Deteccion del péptido AS-48 en C. reinhardtii

Después de realizar la extraccion de proteina total soluble e insoluble, para detectar
a la bacteriocina AS-48 se realiz6 una prueba de ELISA incluyendo a la fraccion
soluble e insoluble de las microalgas transformadas y de una cepa WT. Como se
observa en la Figura 12, se presentd una diferencia significativa entre la cepa
silvestre y la cepa transformada, en ambas fracciones, indicando la presencia del
péptido AS-48.
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Figura 12. Deteccion de bacteriocina AS-48 por ELISA en la fraccion soluble y fraccién insoluble
tanto de proteinas extraidas de microalgas transformadas (AS-48) como de no transformadas (WT).
ANOVA p<0.05; las barras con asterisco (*) sobre ellas son estadisticamente diferentes a su control

(WT); p<0.05 las barras de error muestran desviacion estandar.

Se utilizé una curva estandar previamente realizada en el laboratorio con el péptido
Flo purificado (ProteoGenix), ya que este péptido presenta caracteristicas similares
con AS-48 como lo es su naturaleza catidnica, pesos moleculares similares y
cantidad de aminoacidos que componen el péptido. La ecuacién de la recta
obtenida (Fig. supp 1) fue utilizada para cuantificar la linea 5.1 transplastémica de
C. reinhardtii, la absorbancia obtenida fue restada de la obtenida por la cepa WT
(Figura 13). La concentracion maxima obtenida del péptido AS-48 fue de 0.044
Mg/uL. Esta linea celular demostré mayor concentracion de péptido AS-48 en la
fraccion soluble que la insoluble, por lo que se us6 la PTS para ensayos

antimicrobianos.

Figura 13. Cuantificacion del péptido AS-48 en la fraccion soluble de las lineas transplastémicas de
C. reinhardtii las barras con asterisco (*) sobre ellas son estadisticamente diferentes a su control

(WT); p<0.05 las barras de error muestran desviacion estandar.

8.7 Ensayos antimicrobianos de la PTS transplastémica contra Listeria
monocytogenes 19118

La actividad antimicrobiana de la PTS transplastomica de la linea 5.1 y la cepa WT

de C. reinhardtii fueron comparadas usando el método de conteo de unidades

formadoras de colonia. Se utilizd nisina A de Sigma como control negativo de

crecimiento (5 pg) contra la bacteria Listeria monocytogenes ATCC 19118 y como

control positivo de crecimiento se utilizé la cepa bacteriana sin tratamientos.
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Figura 14. Inhibicidn de la bacteria Gram positiva Listeria monocytogenes ATCC 19118 por extractos
de la microalga C. reinhardtii, transplastémica y silvestre. Se utilizé nisina como control negativo de
crecimiento y el control positivo de crecimiento fue la cepa bacteriana sin tratamientos. a) Utilizando
500 pg de PTS transplastomica y silvestre, b) Utilizando 750 ug de PTS transplastomica, c)
Utilizando 1500 ug de PTS transplastémica.

Como se puede observar en la figura 14, L. monocytogenes mostro inhibicién a los
90 min utilizando tanto 750 ug (Aprox. 8.7 ug de AS-48) y 1500 ug (Aprox. 17.5 ug
de AS-48) de la PTS transplastomica de C. reinhardtii (Figura 14 b y c), sin
embargo, a los 500 ug solo se observa una ligera actividad bactericida a las 2 h de
exposicion al PAM AS-48 (Figura 14 a), mientras que nisina inhibe a los 60 min a

una concentracion de 5 ug.

9. Discusion

La preocupacion por la escasez de tratamientos eficaces para las infecciones
provocadas por bacterias resistentes esta generando interés en el uso de péptidos
antimicrobianos como alternativas. La Organizacién Mundial de la Salud ha llamado
la atencion sobre el hecho de que las bacterias estan desarrollando nuevos
mecanismos de resistencia, poniendo en peligro nuestra capacidad para tratar una
gama cada vez mayor de infecciones, como la neumonia, la tuberculosis y las
enfermedades transmitidas por los alimentos. Estas infecciones son cada vez mas
complicadas y, en algunos casos, casi imposibles de tratar a medida que los
antibioticos pierden su eficacia (OMS, 2021). Las enfermedades relacionadas con
patdgenos transmitidos por los alimentos se encuentran entre los problemas de
salud publica mas peligrosos y costosos. Dado que los alimentos pueden
contaminarse externamente en cualquier punto desde su produccion hasta que
llegan al consumidor, a pesar de las practicas de control de calidad e higiene a lo
largo de toda la cadena alimentaria.

Debido a sus diversos modos de accibn y capacidad para combatir
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microorganismos patdgenos resistentes y disminuir la resistencia microbiana, los
PAM presentan un sustituto prometedor. Sin embargo, debido a su posible
citotoxicidad y altos costos de produccion, su uso ha sido restringido.
Afortunadamente en los ultimos afios la tecnologia de ADN recombinante para la
produccion de proteinas ha avanzado significativamente, siendo las microalgas
organismos modelos que dan soluciones a estas problematicas (Arias et al., 2023).
En este estudio, se confirmaron exitosamente dos construcciones, pChlamy-E760
y p463-AS48, mediante PCR y andlisis de gel de agarosa. La transformacion
nuclear de S. acutus, C. vulgaris y N. oculata no fue exitosa, a pesar del crecimiento
de varias colonias en medio selectivo con higromicina. Este resultado puede
deberse a que el vector pChlamy_1 se encuentra optimizado para su uso en la
microalga C. reinhardtii, ademas de otros factores, como la falta de un protocolo
adaptado para la transformacion genética de estas microalgas, la expresion
transitoria del gen de resistencia, o la integracién incompleta del transgén (Kim et
al., 2014). Por otro lado, la transformacion cloroplastica de C. reinhardtii resulté en
la integracion exitosa del gen AS-48, confirmada por PCR. La mayor eficiencia
observada en la transformacion cloroplastica puede deberse a la naturaleza mas
estable y eficiente de este método en comparacién con la transformacion nuclear
en microalgas que pueden presentar problemas Unicos como la integracion
aleatoria que puede ocasionar efectos de posicion y silenciamiento de genes, la
transformacién nuclear no tiene alta ploidia y produce una menor expresion y
acumulacion de proteinas foraneas (Bock., 2007; Daniell et al., 2016). Este estudio
aporta evidencia adicional sobre la viabilidad de las transformaciones cloroplasticas
para la produccién de proteinas recombinantes en microalgas. La confirmacién de
la integracion y expresion del gen AS-48 en C. reinhardtii refuerza la hipétesis de
que el cloroplasto es un sitio adecuado para la expresion de péptidos
antimicrobianos, debido a su capacidad para producir proteinas en grandes
cantidades sin efecto negativo sobre la célula huésped.

La deteccion del péptido AS-48 en las microalgas transplastomicas mediante ELISA
mostré una diferencia significativa en comparacién con las cepas silvestres. La
concentracion de 0.044 ug/uL obtenida en la fraccion soluble de la linea 5.1 sugiere

una produccion relativamente baja del péptido. Este resultado no es consistente
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con estudios previos que indican que las transformaciones cloroplasticas pueden
resultar en altos niveles de expresion de proteinas recombinantes en microalgas
debido a que la mayoria de los rendimientos son iguales o inferiores al 5% de PTS
(Manuell et al., 2007), esto también fue observado en estudios previos realizados
en nuestro laboratorio donde se obtuvieron rendimientos de 0.21% en la PTS
(Davalos-Guzman., 2019), el nivel de expresion de proteinas mas alto reportado en
los cloroplastos es de poco mas del 10% de PTS (Surzycki et al., 2009). Las
limitaciones principales del estudio incluyen la baja eficiencia de transformacion
cloroplastica ya que solo se pudo confirmar una linea transplastomica, ineficiencia
en la transformacion nuclear y la falta de deteccion del transgén en las microalgas
inicialmente transformadas. Ademas, la cuantificacion del péptido AS-48 se baso
en un ensayo de ELISA, que, aunque es sensible, podria beneficiarse de
confirmaciones adicionales mediante técnicas como western blot para asegurar la

identidad del péptido.

Suarez et al. (2021) purificaron el péptido AS-48 a partir de cultivos de la cepa
Enterococcus faecalis UGRAL0 por medio de cromatografia liquida de fase reversa
y reportaron ensayos de concentracibn minima inhibitoria (CMI) en los que se
requirieron 32 ug/mL para la inhibicibn de biopeliculas S. aureus resistente a
meticilina. Este es un ejemplo de como se ha estudiado ampliamente la actividad
antimicrobiana del péptido AS-48 y se ha demostrado que tiene actividad contra
bacterias Gram positivas. En otro estudio, Ananou et al., 2009, demostraron que el
péptido AS-48, obtenido a partir de cultivos de E. faecalis A-48-32 por medio de
cromatografia de intercambio catidénico y luego secado por aspersion provoca la
actividad bactericida en Listeria monocytogenes CECT 4032 a concentraciones de
0.1 pg/mL.

Estos resultados son prometedores para el desarrollo de agentes antimicrobianos
basados en microalgas transgénicas sin necesidad de depender de procesos de
purificacion como la cromatografia liquida de alta eficacia o el uso de tecnologias
como el secado por aspersion gue son herramientas costosas y que pueden
presentar dificultades a la hora de obtener compuestos bioactivos de interés. La

menor eficacia observada a 500 ug sugiere una relacion dosis-respuesta que podria
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optimizarse en futuros estudios.

El PAM AS-48 demuestra un robusto mecanismo de accion principalmente a traves
de la alteracion de las membranas celulares bacterianas. Una vez integrado, AS48
forma poros de tipo toroidal en la membrana (Cruz et al., 2013), lo que provoca la
salida de contenidos intracelulares esenciales y, en ultima instancia, provoca la
muerte celular. A diferencia de los antibiéticos que inhiben procesos celulares
especificos, como la sintesis de proteinas o la replicacion del ADN, es menos
probable que la accion disruptiva de la membrana de AS-48 sea eludida por los
mecanismos tipicos de resistencia bacteriana. La potente actividad de AS-48 contra
L. monocytogenes subraya su potencial como biopreservador eficaz en la industria
alimentaria. Los estudios demostrados en este proyecto afirman que AS-48 puede
inhibir el crecimiento de L. monocytogenes en concentraciones inferiores a las
requeridas para muchos conservadores tradicionales, destacando su eficacia
(Montalban-Lopez et al., 2011).

Los resultados sugieren que las microalgas transformadas pueden ser utilizadas
como bioreactores para la produccién de péptidos antimicrobianos. Esto tiene
importantes aplicaciones en la biotecnologia y la industria farmacéutica, donde la
produccion sostenible y escalable de compuestos bioactivos es de gran interés. La
capacidad de inhibir patbgenos como Listeria monocytogenes destaca el potencial

de estos sistemas para aplicaciones en seguridad alimentaria y salud publica.

10. Conclusiones

e Se confirmd la presencia de los genes AS-48 y E-760 en las construcciones
p463-AS48 y pChlamy-E760.

e Se desarrollaron lineas transplastdémicas capaces de crecer en medio
selectivo a traves de la transformacion por balistica de C. reinhardtii 137(+)
con la construccion p463-AS48.

e Se generaron lineas transformadas de tipo nuclear capaces de crecer en
medio selectivo a través de la transformacion por Agrobacterium
tumefaciens de S. acutus UTEX 72, C. vulgaris OW-01y N. oculata CCAP
849/7 con la construccion pChlamy-E760.

e Se generd solo una linea transplastomica (Linea 5.1) donde fue posible
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confirmar la presencia del gen AS-48 en C. reinhardtii.

e Fue posible la cuantificacion e identificacion del péptido AS-48 producido en
la cepa transformada con la construccidon p463-AS48 de C. reinhardtii
utilizando el ensayo de ELISA.

e Se comprobd la actividad bactericida del péptido AS-48 en contra de Listeria
monocytogenes con una concentracion minima de 750 pg de PTS a los 90

min de exposicion.
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Produccion de las bacteriocinas E-760 y AS-48 en microalgas
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Curva estandar péptido Flo
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Figura suplementaria 1. Curva estandar para la cuantificaciéon del péptido Flo contenido en la
PTS de las microalgas transplastémicas, realizada a partir del péptido purificado obtenido por

sintesis quimica.
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