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1. RESUMEN 
 

La alimentación para ganado basada en pastos produce canales con grasa amarilla; los 

consumidores rechazan los productos cárnicos provenientes de este tipo de animales, porque 

suponen que provienen de animales viejos y/o enfermos. Las bacterias recombinantes que 

expresen la enzima β-caroteno 15,15'-monooxigenasa, introducida en el rumen, podrían contribuir 

a reducir la coloración amarilla de la grasa ya que esta enzima convierte caroteno en retinal, por lo 

tanto, la eliminación parcial de la fuente de coloración amarilla. 

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de una proteína recombinante β-caroteno, 15,15'-

monooxigenasa (BCMO1) de la especie Gallus gallus, expresada en E. coli.  

El microorganismo genéticamente modificado se introdujo en el líquido ruminal y se midió la 

conversión de caroteno en retinal. En condiciones óptimas la enzima produjo 6.8 nmol de retinal/1 

mg de proteína/hr a 37°C. Los datos sobre la digestibilidad in vitro en el fluido ruminal no 

mostraron diferencias en la ruptura de β-caroteno o en la producción de retinal (P> 0,1) entre la E. 

coli con el vector pBAD sin inserto y E. coli con pBAD/BCMO1. El plásmido pBAD/BCMO1 fue 

estable en E. coli durante 750 generaciones. Estos resultados indican que la proteína no produjo 

retinal a partir de β-caroteno en el fluido ruminal, tal vez debido a su ubicación en el espacio 

periplásmico en E. coli. Las investigaciones futuras deben considerar estrategias para liberar la 

enzima al medio ambiente ruminal. 
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2. INTRODUCCIÓN 
 

Regulación de la expresión y actividad de la β-caroteno 15,15’ monoxigenasa, su 

importancia en la producción animal 

E. García-López y O. Mora 

Artículo enviado a los: Archivos Latinoamericanos de Producción Animal 
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3. HIPOTESIS 

Los microorganismos transformados con actividad enzimática de β-caroteno 15, 15’ 

monooxigenasa no alteran su metabolismo, sobreviven, producen la enzima en cultivo puro y 

puede degradar β-caroteno produciendo retinal en el líquido ruminal in vitro.  

 

 

4. OBJETIVOS 

4.1. OBJETIVO GENERAL 

Evaluar el efecto de la proteína recombinante β-caroteno, 15,15'-monooxigenasa (BCMO1) de la 

especie Gallus gallus, expresada en E. coli.  

 

 

4.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Obtener microorganismos genéticamente modificado con actividad β-caroteno 15, 15’ 

monooxigenasa 

 

2. Medir la actividad β-caroteno 15, 15’ monooxigenasa en los microorganismos modificados, 

aislados y en competencia con otros microorganismos ruminales 

 

3. Medir los cambios en el crecimiento bacteriano por efecto de la modificación genética. 
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5. MATERIALES, METODOS Y RESULTADOS 
 

In vitro conversion of β-carotene to retinal in bovine rumen fluid by a rec ombinant β-

carotene-15, 15 ′-monooxygenase 

E. García-López, A. González-Gallardo, A. Antaramián, M.L González-Dávalos, A. Shimada, A. 

Varela-Echavarria, O. Mora 

Artículo enviado y aceptado para su publicación en el: International Journal for Vitamin and 

Nutrition Research. 
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6. DISCUSIÓN 
 
6.1. Aislamiento e inducción de la BCMO1 de pollo 

Kim et al., (2007) expresaron la β-caroteno 15, 15´ monooxigenasa de ratón en E. coli ER2566 

como proteína soluble usando el vector pET-24a(+). En éste estudio se logró la expresión de la 

BCMO1 de pollo usando el vector pBAD en E. coli XL1Blue (Stratagene). El uso de E. coli como 

huésped para la expresión de la β-caroteno 15, 15´ monooxigenasa tiene ciertas ventajas, entre 

ellas se incluye la producción de concentraciones elevadas de la proteína recombinante en medios 

de cultivo relativamente baratos, en comparación con los sistemas de virus y células eucariontas.  

También es importante resaltar que el objetivo final del proyecto es disminuir la absorción de 

carotenos por intestino a fin de obtener canales de res menos amarillas, aun cuando el ganado 

sea finalizado en pastoreo, por lo que el uso de microorganismos genéticamente modificados con 

actividad de BCMO1 pueden contribuir a lograr tal fin.  

6.2. Actividad enzimática 

La enzima recombinante parcialmente purificada obtenida a partir de la pastilla celular mostró una 

actividad específica de 6.8 nmol mg-1 min-1. La actividad específica más alta reportada había sido 

de 510 nmol mg-1 min-1 (Kim et al., 2007) para la enzima de ratón expresada en E. coli y de 10 

nmol mg-1 min-1 para la enzima de humano expresada en células de insecto (Lindqvist y 

Andersson, 2002).  

Como lo mencionan Kim et al., (2007), la actividad específica mayor de la enzima BCMO1 de ratón 

fue alta debido, a la pureza de la enzima, y principalmente al detergente y sistema disolvente 

usados en el ensayo. En el presente estudio se utilizó el mismo detergente y sistema disolvente 

pero que no se vio reflejado en una mayor actividad de la BCMO1. 

6.3. Desaparición de β-caroteno después de la incubación con líquido ruminal bovino in vitro 

La prueba de digestibilidad in vitro demostró que E. coli sobrevivió sin pérdida del vector 

pBAD/BCMO1, fue viable bajo las condiciones ruminales y en competencia con los 

microorganismos ruminales. Después de 24 horas de incubación, las bacterias transformadas 

sobrevivieron la digestión y mantuvieron su modificación genética in vitro sin la presión de la 

selección por el antibiótico. 

En 1994, Gregg et al., reportaron la modificación genética de Butirivibrio fibrisolvens y E. coli con 

deshalogenasa fluoroacetato para proteger a los rumiantes de la intoxicación con 

monofluoroacetato (Gregg et al., 1994; Beard et al., 1995; Gregg, 1995; Gregg et al., 1998). 

Krause et al., (2001) encontraron que la construcción de una xilanasa recombinante de B. 

fibrisolvens mejoraba la digestibilidad de la fibra pero la digestibilidad en bovinos con esta bacteria 
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es todavía menor que la producida por bacterias ruminales eficientes como Ruminococcus; Krause 

et al., observaron que se deben tomar en cuenta los parámetros ecológicos, tales como la 

persistencia in vivo y el nicho del propio organismo para usar microorganismos recombinantes del 

rumen. En nuestro caso, E. coli es un buen candidato tomando en cuenta los parámetros 

anteriores, pero la bacteria recombinante con pBAD/BCMO1 fue incapaz de mostrar la actividad 

enzimática de BCMO1. Una posible explicación es que la enzima no fue liberada al fluido ruminal, 

así que diferentes estrategias deberán implementarse para permitir la liberación de la enzima 

desde el espacio periplásmico de la célula; esto podría lograrse mediante la subclonación del 

BCMO1 en un vector que contenga un péptido señal que libere el producto. Una vez en el líquido 

ruminal, BCMO1 deberá mantener su actividad, incluso en condiciones adversas, tales como la 

falta de oxígeno, temperaturas elevadas en los procesos digestivos, o la presencia de proteasas 

de otros microorganismos ruminales. 

Puesto que la presión de oxígeno en el rumen es baja y que la fermentación se produce en 

condiciones anaerobias, es importante tomar en cuenta la presión parcial de oxígeno en el rumen 

y la afinidad (Km) de la enzima por este gas. Beloqui et al., (2006) demostraron la actividad de 

polifenol oxidasa (PPO o monofenol monooxigenasa) en la microflora del rumen; esta enzima es 

un tetrámero que contiene cuatro átomos de cobre por molécula y sitios de unión para dos 

compuestos aromáticos y oxígeno, lo que sugiere que otras monooxigenasas con diversas 

necesidades de oxígeno se pueden encontrar en bacterias ruminales y que podrían tomar el 

oxígeno del agua. 

La digestibilidad de la materia orgánica del pasto Bermuda en este estudio fue 51.6% después de 

una incubación de 24 horas in vitro. Arthington y Brown en el 2005, obtuvieron resultados similares 

en la digestibilidad in vitro de la materia orgánica del pasto de 4 y 10 semanas de rebrote; 55% y 

46.6% en el primer año de estudio, y 52.8% y 41.5% el segundo año, respectivamente. Se 

confirmó que los resultados de la digestibilidad in vitro están altamente correlacionados con los 

valores in vivo reportados por McLeod (1982) y Earing et al., (2010). 

6.4 Estabilidad de pBAD/BCMO1 

La E. coli con el plásmido pBAD/BCMO1 se cultivó durante 750 generaciones sin antibiótico y sin 

mostrar la pérdida del plásmido. Estos resultados son consistentes con los obtenidos por Gregg et 

al., (1994) en Butyrivibrio fibrisolvens modificado genéticamente con deshalogenasa fluoroacetato, 

dichos investigadores no detectaron la pérdida del plásmido cuando el microorganismo se cultivó 

durante 500 generaciones, sin antibiótico. La estabilidad genética observada en éste trabajo es 

altamente deseable en un microorganismo modificado diseñado para ser introducido en el entorno 

ruminal. Para futuros estudios será importante tener en cuenta la sugerencia de Sadman (2006) 
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quien indica que los plásmidos se liberan al medio, especialmente bajo presión ambiental, lo que 

debe considerarse a fin de mantener las características genéticas mediante la integración del gen 

de BCMO1 en forma heteróloga cromosómica a fin de mantener su estabilidad a largo plazo, en 

ausencia de una selección con antibióticos. 

 

 

7. CONCLUSIONES 

E. coli transformada con el gen BCMO1 de pollo, sobrevive a las condiciones ruminales in vitro, 

con la expresión estable del producto del gen transformado, pero no secreta BCMO1 al medio de 

cultivo. 

Ahora se deberá investigar las condiciones para que la enzima sea secretada al medio ruminal, y 

medir su actividad (que debería ser al menos similar a la BCMO1 de pollo, con el fin de reducir la 

grasa amarilla de los bovinos finalizados en pastoreo). También es conveniente determinar tanto la 

sobrevivencia de los microorganismos transformados como la expresión enzimática en las 

condiciones in situ e in vivo del rumen. 

En una siguiente etapa de éste proyecto, las especies microbianas alternativas, es decir aquellas 

etiquetadas como GRAS (generalmente consideradas como seguras, por sus siglas en inglés) 

deberán ser estudiadas para su uso en productos destinados al consumo humano. 
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