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A. ÍNDICE DE FIGURAS 

 

Figura 1. a) Ruta biosintética de la nisina A. Las letras en negrita y subrayado en el péptido 

líder muestran un motivo (FNLD) que se encuentra conservado en los lantipéptidos de clase 

I y juega un papel importante para el reconocimiento de las enzimas NisB y NisC (traducido 

de Repka et al., 2017). b) Estructuras químicas que muestran los procesos de deshidratación 

y ciclación (traducido de Yang et al., 2018).  

Figura 2. Representación esquemática de la organización estructural de la maquinaria 

biosintética de las cuatro clases de lantipéptidos (Traducido de Hegemann y Süssmuth, 

2020). 

Figura 3. Grupo de genes biosintéticos que conforman tres clústeres de lantipéptidos de clase 

I. A y S: propéptido; B: enzima deshidratasa; C: enzima ciclasa; D: flavoproteína 

descarboxilasa oxidativa; E, F, G y I: inmunidad; K: sensor de histidina cinasa; P: proteasa; 

Q: regulador transcripcional positivo en la síntesis de epidermina; R: regulador de respuesta 

citoplasmática; T y H: trasportador (Traducido de Repka et al., 2017). 

Figura 4. Ejemplos representativos de las cuatro clases de lantipéptidos (Traducido de 

Dischinger et al., 2014).  

Figura 5. Representación esquemática de microorganismos endófitos que residen en una 

planta (Martínez-Klimova et al., 2017). 

Figura 6. Compuestos biológicamente activos con actividad antibacteriana comprobada, 

aislados de microorganismo endófitos de plantas. (Traducido de Ek-Ramos et al., 2019).  

Figura 7. Morfología de aislados de Actinobacterias (Priyadharsini y Dhanasekaran, 2015). 

Figura 8. Descripción esquemática de posibles entradas y predicciones de salida de datos de 

minería genómica (modificado y traducido de Ziemert et al., 2016). 

Figura 9. Construcción pUCIDT-HisTag-LanA(Furin) que contiene al gen lanA con codones 

optimizados para E. coli, sintetizado por la empresa Integrated DNA Technologies. 

Figura 10. Construcciones pJET_LanB_CodOpt y pJET_LanC_CodOpt que contiene los 

genes lanB (a) y lanC (b) con codones optimizados para E. coli, sintetizado por la empresa 

Integrated DNA Technologies. 

Figura 11. Mapa del vector pET-22b(+) (Novagen, https://www.helmholtz-

muenchen.de/fileadmin/PEPF/pET_vectors/pET-22b_map.pdf). 
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Figura 12. Mapa del vector pFGC (Guzmán-Chávez et al., 2022). 

Figura 13. Mapa del vector pFGC_6XHis (Guzmán-Chávez et al., 2022). 

Figura 14. Biosíntesis del principio activo (LanAm/F) in vitro. 

Figura 15. Clústeres de genes biosintéticos identificados en el genoma de Actinoplanes sp. 

TFC3 con el programa antiSMASH versión 6.0. 

Figura 16. Clústeres de genes biosintéticos identificados en el genoma de Streptomyces sp. 

L06 con el programa antiSMASH versión 6.0. 

Figura 17. Tipos de clústeres de genes biosintéticos identificados en el genoma de Embleya 

sp. NF3 con el programa antiSMASH versión 6.0. 

Figura 18. Organización de los genes en clúster biosintético 1.4 asociado a la producción de 

un lantipéptido de clase I identificado en el genoma de Embleya sp. NF. Los genes en color 

rojo vino, representan los genes del core biosintético (enzimas de modificaciones 

postraduccionales), en color rosa, genes biosintéticos adicionales, en verde, genes 

reguladores y en gris, otros genes. 

Figura 19. Organización de los genes en clúster biosintético 7.2 asociado a la producción de 

un lantipéptido de clase I en el genoma de Embleya sp. NF3. Los genes en color rojo vino, 

representan los genes del core biosintético (enzimas de modificaciones postraduccionales), 

en color rosa, genes biosintéticos adicionales, en verde, genes reguladores y en gris, otros 

genes. 

Figura 20. Alineamiento global en Muscle de la secuencia de aminoácidos de LanA del 

clúster biosintético 1.4 de Embleya sp. NF3 denominada como EmbA con otras secuencias 

LanA reportadas: Nisina (NisA: BAA00602.1), subtilina (SpaS: AAA22778.1), epidermina 

(EpiA: P08136.1), microbisporicina (MibA: ADK32554.1) y planosporicina (PspA: 

CCQ18695.1). La flecha indica el sitio de corte en la secuencia LanA de Embleya sp. NF3 

(EmbA). Las letras en negrita indican el motivo conservado en el péptido líder de los 

lantipéptidos de clase I. La letra en rojo indica una cisteína conservada que posiblemente está 

involucrada en la unión al lípido II para llevar a cabo el mecanismo de acción. 

Figura 21. Alineamiento global en Muscle de la secuencia de aminoácidos LanB del clúster 

biosintético 1.4 de Embleya sp. NF3 denominada como EmbB con otras secuencias LanB 

reportadas, se muestra el porcentaje de identidad tomando a la secuencia EmbB como 100 

%: microbisporicina (MibB: ADK32555.1) 31 %, epidermina (EpiB: YP_500451.1) 21 %, 

Nisina (NisB: CAA48381.1) 21 % y subtilina (SpaB: AAA22779.1) 23 %. 
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Figura 22. Alineamiento global en Muscle de la secuencia de aminoácidos LanC del clúster 

1.4 de Embleya sp. NF3 denominada como EmbC con otras secuencias LanC reportadas, se 

muestra el porcentaje de identidad tomando a la secuencia EmbC como 100 %: 

microbisporicina (MibC: ADK32556.1) 23 %, Nisina (NisC: CAA48383.1) 21 %, 

epidermina (EpiC: CAA44254.1) 23 % y subtilina (SpaC: AAA22777.1) 23 %. Las letras en 

rojo indican los aminoácidos involucrados en la triada catalítica de unión a ligandos de zinc. 

Figura 23. Estructura química del principio activo (26 residuos de aminoácidos) del clúster 

biosintético 1.4 del genoma de Embleya sp. NF3 predicho con el programa RiPPMiner-

Prediction. 

Figura 24. Modelo tridimensional de las enzimas LanB y LanC del clúster biosintético 1.4 

del genoma de Embleya sp. NF3 con el programa Phyre2. Los modelados se realizaron con 

un 100 % de confianza en relación con las secuencias molde. LanB realizó el modelado con 

la estructura cristalina de lantibiótico deshidratasa MibB de Microbispora sp. 107891782 con 

el cual presentó una cobertura del 92 % y LanC realizó el modelado con la estructura 

cristalina LanC L. lactis subsp. lactis con el cual presentó una cobertura del 82 %. El círculo 

amarillo en la imagen de la derecha representa el sitio de unión para ligandos de zinc. 

Figura 25. Restricción de las clonas resultantes de la transformación LanA_6X en el vector 

pET-22b(+) en E. coli JM109. 0.8 % agarosa a 80 V por 1 hora. Carril 1) marcador 

Invitrogen™ de 1 kb Plus, 2) clona 18 sin digerir, 3) clona 18 digerido con NdeI y EcoRI, 4) 

clona 28 sin digerir, 5) clona 28 digerido con NdeI y EcoRI, 6) clona 34 sin digerir, 7) clona 

34 digerido con NdeI y EcoRI, 8) clona 43 sin digerir, 9) clona 43 digerido con NdeI y EcoRI 

y 10) marcador Invitrogen™ de 1 kb Plus. 

Figura 26. Restricción de las clonas resultantes de la transformación de LanB y LanC en los 

vectores pFGC y el vector pFGC_6XHis en E. coli JM109. 0.8 % agarosa a 80 V por 1 hora. 

Carril 1) marcador Invitrogen™ de 1 kb Plus, 2) clona pFGC-LanB sin digerir, 3) clona 

pFGC-LanB digerido con EcoRV, 4) clona pFGC_6XHis-LanB sin digerir, 5) clona 

pFGC_6XHis-LanB digerido con EcoRV, 6) clona pFGC-LanC sin digerir, 7) clona pFGC-

LanC digerido con KpNI, 8) clona pFGC_6XHis-LanC sin digerir, 9) clona pFGC_6XHis-

LanC digerido con KpNI y 10) marcador Invitrogen™ de 1 kb Plus. 

Figura 27. Mapa de las construcciones de expresión in silico realizadas en el programa Snap 

Gene versión 6.0. a) pET-22b(+)-LanA_6X, b) pFGC-LanB, c) pFGC-LanC, d) 

pFGC_6XHis-LanB y e) pFGC_6XHis-LanC. 
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Figura 28. Curva de calibración obtenida a partir de diferentes concentraciones de BSA 

cuantificado por el método de Bradford a 595 nm. Las barras rojas en vertical representan la 

desviación estándar de tres muestras. 

Figura 29. SDS-PAGE (10.5 % de acrilamida/bisacrilamida) del extracto crudo cell-free de 

la expresión de las enzimas del core biosintético por separado. Carril 1) Marcador PageRuler 

Plus Prest Protein Ladder, de la casa comercial Thermo ScientificTM, 2) control + (expresión 

de la proteína mScarlet), 3) control negativo (vector pFGC), 4) expresión de LanB, 5) 

expresión de LanB_6X, 6) expresión de LanC y 7) expresión de LanC_6X. Se colocaron 18 

µg de muestra en cada carril. Las flechas color negro indican el tamaño donde se espera que 

se encuentren las enzimas, mientras que la flecha en rosa indica el tamaño esperado de la 

proteína control. 

Figura 30. SDS-PAGE (10 % de acrilamida/bisacrilamida) de la purificación de LanB_6X. 

Carril 1) Marcador PageRuler Plus Prest Protein Ladder, de la casa comercial Thermo 

ScientificTM, 2) fracción no unida, 3) lavado 1, 4) lavado 2, 5) lavado 3, 6) elución 1 y 7) 

elución 2. De la fracción no unida se colocaron 18 µg de muestra, mientras que de los carriles 

3-7 se colocaron 10 µl de muestra. La flecha color negro indica el tamaño donde se espera 

que se encuentre la enzima LanB_6X. 

Figura 31. SDS-PAGE (11 % de acrilamida/bisacrilamida) de la purificación de LanC_6X. 

Carril 1) Marcador PageRuler Plus Prest Protein Ladder, de la casa comercial Thermo 

ScientificTM, 2) fracción no unida, 3) lavado 1, 4) lavado 2, 5) lavado 3, 6) elución 1 y 7) 

elución 2. De la fracción no unida se colocaron 18 µg de muestra, mientras que de los carriles 

3-7 se colocaron 10 µl de muestra. La flecha color negro indica el tamaño donde se espera 

que se encuentre la enzima LanC_6X. 

Figura 32. SDS-PAGE (10.5 % de acrilamida/bisacrilamida) del extracto crudo cell-free de 

la expresión de las enzimas del core biosintético y del propéptido en un mismo tubo de 

reacción. Carril 1) Marcador PageRuler Plus Prest Protein Ladder, de la casa comercial 

Thermo ScientificTM, 2) control + (expresión de la proteína mScarlet), 3) control negativo 

(vectores vacíos pET-22b(+) y pFGC_6XHis), 4) expresiones de LanA_6X, LanB_6X y 

LanC_6X. 

Figura 33. Extracción de ARN total de Embleya sp. NF3. 0.8 % agarosa, 80 V por 1 hora. 

Las primeras dos flechas superiores representan a las subunidades 28 S y 16S, seguido de los 
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ARN de transferencia (ARNt) y los ARN nucleolares pequeños (ARNsno), en la parte 

inferior se encuentran los ARN pequeños bacterianos (ARNs). 

Figura 34. Ensayo antimicrobiano del principio activo LanAm/F frente a M. luteus en medio 

TBS. Pozo 1) control positivo, Nisina Additius® 1 mg/ml (10 µl), 2) LanAm (propéptido 

modificado), 3) LanAm/F (principio activo, LanA modificado y digerido con la enzima 

Furin), 4) control negativo, vectores vacíos pET-22b(+) y pFGC_6XHis y 5) control 

negativo, vectores vacíos pET-22b(+) y pFGC_6XHis digeridos con la enzima Furin. Este 

experimento se realizó por duplicado. 
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Embleya sp. NF3  

Cuadro 16. Función de los genes del clúster biosintético 7.2 identificado en el genoma de 

Embleya sp. NF3 

Cuadro 17. Cuantificación de proteínas totales del extracto crudo cell-free  
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Cuadro 18. Cuantificación de proteínas de las fracciones de purificación y elución de las 

enzimas LanB_6X y LanC_6X.  
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C. ABREVIATURAS 

 
Abreviatura  Significado 

Dha 2,3-didehidroalaninas 

Dhb 2,3-didehidrobutirinas 

C2H3NaO2 Acetato de sodio 

HCl Ácido clorhídrico 

ADN Ácido desoxirribonucleico 

AT Aciltransferasa 

ADNp ADN plasmídico 

EDTA Ácido etilendiaminotetraacético 

ARNt Ácido ribonucleico de transferencia 

BSA Albúmina de suero bovino 

antiSMASH Antibiotics & Secondary Metabolite Analysis Shell 

BAGEL BActeriocin GEnome mining tooL 

BLAST Basic Local Alignment Search Tool 

BlastP Basic Local Alignment Search Tool Protein 

Cys Cisteína 

CaCl2 Cloruro de calcio 

MgCl2 Cloruro de magnesio 

NaCl Cloruro de sodio 

ZnCl₂ Cloruro de zinc 

BGC, BGCs Clúster(es) de genes biosintéticos 

ISARIC Consorcio Internacional de Infecciones Respiratorias 

Agudas Graves y Emergentes 

DO  Densidad óptica 

DTT Ditiotreitol 

SDS Dodecilsulfato sódico 

USD Dólar estadounidense 
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SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida con 

dodecilsulfato sódico 

LanB Enzima lantibiótico deshidratasa 

LanC Enzima lantibiótico ciclasa 

° C Grados centígrados 

g Gramos 

g Gravedades 

GC Guanina y Citocina 

NaOH Hidróxido de sodio 

h Hora 

PTP1B Proteína tirosina fosfatasa 1B 

IDT Integrated DNA Technologies 

IPTG Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido 

kD Kilodaltons 

kHz Kilohercio 

kb Kilopares de bases 

LanAm LanA modificado 

L Litro 

LB Luria Bertani 

ML  Machine Learning 

µl Microlitros 

mg Miligramos 

mQ Milli-Q 

ml Mililitro 

mm Milímetro 

mM Milimolar 

min Minutos 

M Molar 

MUSCLE Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation 

NCBI National Center for Biotechnology Information 

nm Nanómetros 
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nM Nanomolar 

nisA Nisina A 

N Normal 

nts Nucleótidos 

ORFs Open Reading Frames 

OCDE Organización para la Cooperación y el Desarrollo 

Económico 

PAMs Péptidos antimicrobianos 

NRPs Péptidos no sintetizados ribosómicamente 

RiPP, RiPPs Péptido(s) sintetizado(s) ribosómicamente y 

modificado(s) postraduccionalmente 

CFPS Síntesis de Proteínas Libres de Células 

PKS Policétido sintasa 

PEG-8000 Polietilenglicol-8000 

pH Potencial hidrógeno 

PCR Reacción en Cadena de la Polimerasa 

ReLAVRA Red Latinoamericana de Vigilancia de la Resistencia a 

los Antimicrobianos 

RAM Resistencia a los antimicrobianos 

rpm Revoluciones por minuto 

s Segundo 

Ser Serina 

RTS Sistema de Traducción Rápido 

SOC Super Optimal broth + Catabolic repressor 

Thr Treonina 

TBS Tryptic soy broth 

V Volts 
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RESUMEN 
 

 

La búsqueda de metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana es una necesidad para 

hacer frente al alarmante aumento de cepas resistentes a los antibióticos. Durante los últimos 

años se han implementado nuevos enfoques para la detección y exploración de hábitats poco 

comunes como fuentes de microorganismos productores de antibióticos, entre los cuales se 

destacan los microorganismos endófitos de plantas terapéuticas. Algunas Actinobacterias 

endófitas son un ejemplo claro de producción de metabolitos secundarios, los cuales son 

codificados por clústeres de genes biosintéticos. En este trabajo, a través de minería genómica 

y de herramientas bioinformáticas, se exploraron tres genomas de Actinobacterias endófitas 

aisladas de la planta medicinal mexicana Amphipterygium adstringens, comúnmente 

conocida como árbol de cuachalalate. En el genoma de Embleya sp. NF3, se seleccionó un 

clúster biosintético que codifica para un péptido antimicrobiano, específicamente un 

lantipéptido de clase I. Los genes necesarios para la síntesis del principio activo fueron 

clonados en vectores de expresión. El gen lanA codifica para el propéptido, lanB y lanC que 

codifican para las enzimas del core biosintético. Las construcciones resultantes fueron 

denominadas pET-22b(+)-LanA_6X, pFGC-LanB y pFGC-LanC, pFGC-LanB_6X y pFGC-

LanC_6X, estas construcciones fueron expresadas por medio de la plataforma cell-free. 

Primero se expresó cada construcción por separado. Se observaron bandas correspondientes 

al peso de las enzimas LanB_6X y LanC_6X cuando éstas fueron purificadas, por lo que se 

seleccionaron las construcciones con His-Tag para ser expresados simultáneamente en un 

mismo tubo de reacción junto con el propéptido (LanA_6X) y producir LanA con las 

modificaciones postraduccionales realizadas por las enzimas LanB_6X y LanC_6X 

(LanAm). La banda correspondiente al peso de LanA_6X no fue posible observarla y se 

decidió monitorear su expresión como principio activo (LanAm y digerido con la enzima 

Furin: LanAm/F). El principio activo sintetizado fue capaz de inhibir el crecimiento de 

Micrococcus luteus.  

 

Palabras clave: Metabolitos secundarios, clústeres de genes biosintéticos, Actinobacterias 

endófitas, lantipéptido de clase I, principio activo, cell-free.  
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ABSTRACT 
 

The search for secondary metabolites with antimicrobial activity is a necessity to deal with 

the alarming increase in strains resistant to antibiotics. In recent years, new approaches have 

been implemented for the detection and exploration of unusual habitats as sources of 

antibiotic-producing microorganisms, among which the endophytic microorganisms of 

therapeutic plants stand out. Some endophytic Actinobacteria are a clear example of the 

production of secondary metabolites, which are encoded by biosynthetic gene clusters. In 

this work, through genomic mining and bioinformatic tools, three genomes of endophytic 

Actinobacteria isolated from the Mexican medicinal plant Amphipterygium adstringens, 

commonly known as the cuachalalate tree, were explored. In the genome of Embleya sp. 

NF3, a biosynthetic cluster that codes for an antimicrobial peptide, specifically a class I 

lanthipeptide, was selected. The genes necessary for the synthesis of the active principle were 

cloned in expression vectors. The lanA gene codes for the propeptide, lanB and lanC that 

code for the biosynthetic core enzymes. The resulting constructions were called necessary 

for the synthesis of the active ingredient and were cloned, giving rise to the constructions 

pET-22b(+)-LanA_6X, pFGC-LanB and pFGC-LanC, pFGC-LanB_6X and pFGC-

LanC_6X, these constructions were expressed using the cell-free platform. First each 

construction was expressed separately. Bands corresponding to the weight of the enzymes 

LanB_6X and LanC_6X, were observed when they were purified, therefore, the 

constructions with His-Tag were selected to be expressed simultaneously in the same reaction 

tube together with the propeptide (LanA_6X) and produce LanA with modified (LanAm) 

post-translational modifications made by the enzymes LanB_6X and LanC_6X (LanAm). It 

was not possible to observe the band corresponding to the weight of LanA_6X and it was 

decided to monitor its expression as an active ingredient (LanAm and cut with the enzyme 

Furin: LanAm/F). The synthesized active ingredient was able to inhibit the growth of 

Micrococcus luteus. 

 

Keywords: Secondary metabolites, biosynthetic gene clusters, endophytic Actinobacteria, 

class I lanthipeptide, active ingredient, cell-free. 
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INTRODUCCIÓN 
 

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) constituye uno de los problemas de salud pública 

más graves debido a que cada vez es más frecuente y rápida su evolución (Yu et al., 2018; 

Hofer, 2019). Las infecciones causadas por organismos resistentes a los antibióticos comunes 

aumentan significativamente la tasa de morbilidad, la mortalidad y los costos de atención 

médica (van Duin et al., 2016). En este sentido, la OCDE ha publicado un nuevo informe 

(Stemming the superbug tide, 7 de noviembre de 2018), que predice que 2.4 millones de 

personas en Europa, América del Norte y Australia morirán por infecciones con 

microorganismos resistentes a los antibióticos en los próximos 30 años y podría costar hasta 

$ 3.5 mil millones de dólares por año, debido a su tratamiento y hospitalización. 

Recientemente, se ha catalogado a la enfermedad de COVID-19 como una posible causa de 

la RAM (Knight et al., 2021). Un informe del ISARIC predice que esta problemática puede 

verse agravada por el aumento de las tasas de prescripción de antibióticos comunes (ISARIC, 

2020). De acuerdo con un estudio publicado en el 2021, se estima que hasta el 75 % de los 

pacientes adultos con comorbilidades recibieron terapia antimicrobiana, incluso sin 

aislamiento del patógeno y que el antibiótico fue inapropiado en más de un tercio de los casos 

de COVID-19 (Al-Hadidi et al., 2021). En otro estudio, se informó que el 72 % de los 

pacientes hospitalizados con COVID-19 recibieron antibióticos, pero solo el 8 % de ellos 

demostró adquirir coinfecciones bacterianas o fúngicas (Rawson et al., 2020). Estos y otros 

informes (Langford et al., 2021; López-Jácome et al., 2022; Sieswerda et al., 2021) 

demuestran que la RAM puede estar aumentando después de la prescripción de 

antimicrobianos en pacientes con COVID-19, sin embargo, hasta la fecha, no se ha publicado 

una cuantificación real, aunque existe evidencia confiable que sugiere que el uso excesivo de 

antimicrobianos es una de las principales causas de la RAM (ISARIC, 2020), la cual se 

describe como una de las diez mayores amenazas para la salud pública mundial, la seguridad 

alimentaria y el desarrollo (Kariyawasam et al., 2021).  

En América Latina, los microorganismos multirresistentes son la principal causa de 

infecciones asociadas a la atención de la salud. Los datos de vigilancia de ReLAVRA 

muestran una tendencia creciente en la resistencia de patógenos hospitalarios como 

Klebsiella pneumoniae, cuya resistencia a los antibióticos carbapenémicos ha aumentado 
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significativamente en América Latina desde 2014, alcanzando un promedio de 21 % (da Silva 

et al., 2020; Garcia-Fulgueiras et al., 2020). Entre 2004 y 2017 se reportó que el 48.3 % de 

aislados de Staphylococcus aureus fueron resistentes a la meticilina (Arias et al., 2017), lo 

que se traduce a 45.2 % mayor el riesgo de mortalidad en comparación con las cepas 

susceptibles (>25 %) y un aumento de 6.7 veces mayor los costes del tratamiento con 

antibióticos y casi tres veces mayor los costes de hospitalización (Primo et al., 2012). En 

México, se han reportado tasas de resistencia a carbapenémicos en Enterobacteriaceae, 

especialmente para K. pneumoniae (12.5%) y Escherichia coli (≤ 3 %) (Garza-González et 

al., 2019). También se ha reportado farmacorresistencia generalizada en Acinetobacter sp., 

(en cefepima, ciprofloxacina, meropenem y piperacillin-tazobactam las tasas de resistencia 

fueron superiores al 50 %), lo cual debe considerarse una prioridad en México porque se 

atribuye una tasa de mortalidad superior al 25 % en comparación con las cepas susceptibles 

(14.5 %) y que podría aumentar en los próximos años, representando una situación alarmante 

porque en la actualidad casi no hay opciones terapéuticas disponibles (Morfín-Otero et al., 

2013; Mancilla-Rojano et al., 2020). 

El desarrollo e introducción de nuevos antibióticos son las formas más eficaces de abordar la 

evolución de la resistencia antimicrobiana (Kapi, 2014; Banin et al., 2017). Curiosamente, 

solo unos pocos antibióticos se obtienen por medios sintéticos (como las quinolonas), 

mientras que la mayoría de los antibióticos son metabolitos secundarios producidos por 

microorganismos (Hassan et al., 2012). Por ello, la necesidad de nuevos fármacos con 

potencial para tratar infecciones de patógenos resistentes a los antibióticos comunes ha 

propiciado la bioprospección de productos naturales (Martínez-Klimova et al., 2017).  

 

Péptidos antimicrobianos 
 

Los péptidos antimicrobianos (PAMs), son un tipo de productos naturales que poseen 

diversas funciones biológicas y han recibido una gran atención tanto en la investigación 

básica como aplicada. En su mayoría, son péptidos α-helicoidales catiónicos (cargados 

positivamente) y anfifílicos (hidrófilos e hidrófobos) (Zasloff, 2019). De acuerdo con su 

síntesis biológica, se clasifican en dos grupos: los péptidos sintetizados ribosómicamente y 
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modificados postraduccionalmente (RiPPs) y los péptidos no sintetizados por ribosomas 

(NRPs), si no que usan rutas enzimáticas biosintéticas (Hancock, 1997). 

Los PAMs son esenciales para la defensa del organismo productor y se encuentran en 

bacterias, hongos, animales y plantas (Lei et al., 2019). En los animales, los PAMs actúan 

como parte de la inmunidad innata e integran la primera línea de defensa contra los 

microorganismos dañinos. En bacterias, la producción de PAMs proporciona una ventaja 

competitiva para el productor en ciertos nichos ecológicos debido a la destrucción de otras 

bacterias mediada por péptidos (Hassan et al., 2012). Algunos PAMs exhiben un espectro de 

actividad estrecho, mientras que otros muestran un espectro excepcionalmente amplio contra 

bacterias Gram-negativas y Gram-positivas, así como con hongos, virus y parásitos 

(Andryukov et al., 2019). En la actualidad, algunos de ellos se encuentran en desarrollo 

comercial y algunos han avanzado en ensayos clínicos (Ongey et al., 2017; Di et al., 2020).  

La inducción de cambios en la permeabilidad de la membrana se reconoce principalmente 

como el mecanismo para describir la acción de los PAMs catiónicos. Los PAMs catiónicos 

pueden unirse e interactuar con las membranas celulares bacterianas cargadas negativamente, 

lo que lleva al cambio del potencial electroquímico en las membranas celulares bacterianas, 

induciendo daño en la membrana celular y la permeación de moléculas más grandes, 

destruyendo la morfología celular y finalmente, provocando la muerte celular (Andryukov et 

al., 2019). Otros mecanismos de acción que se han reportado son la inhibición de la síntesis 

de nucleótidos/proteínas y la quelación de iones metálicos (Li y Rebuffat, 2020). 

Los PAMs demuestran potencial como nuevos agentes terapéuticos debido a las claras 

ventajas que poseen sobre los antibióticos convencionales, los cuales incluyen una aparición 

más lenta de la RAM, debido a su mecanismo de acción y sus características 

farmacodinámicas (Yu et al., 2018; El Shazely et al., 2020; Magana et al., 2020); además, 

en el caso de los animales, se ha reportado que los PAMs tienen la capacidad de modular 

favorablemente la respuesta inmune del organismo productor, promover la cicatrización de 

heridas y prevenir adherencias posquirúrgicas (Mahlapuu et al., 2016; Koo et al., 2019). Es 

por ello que estos péptidos ofrecen una alternativa para hacer frente al grave problema de la 

RAM. Además, las herramientas bioinformáticas y la gran cantidad de secuencias genómicas 

disponibles, facilitan la bioprospección de PAMs (Martínez-Klimova et al., 2017; Blin et al., 

2021).  
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Péptidos sintetizados ribosómicamente y modificados 

postraduccionalmente 

 

Los RiPPs son una categoría de péptidos producidos por todos los dominios de la vida y 

contienen una amplia variedad de diversidad estructural (Arnison et al., 2013). Algunos 

RiPPs han demostrado potentes propiedades antimicrobianas, los cuales podrían contribuir 

con nuevos andamios a los programas de descubrimiento de fármacos para contrarrestar el 

aumento de infecciones resistentes a los antibióticos comunes (Hudson y Mitchell, 2018). 

Este grupo de péptidos poseen ciertas ventajas con respecto a los antibióticos convencionales, 

debido a sus características específicas: (1) La mayoría de los RiPPs tienen un espectro 

estrecho antimicrobiano, debido a su capacidad de internalizarse y luego unirse a su blanco. 

Por ejemplo, los lantipéptidos se unen al lípido II, que se encuentra en la membrana interna. 

Los lasso péptidos, como la lassomicina, inhibe la unidad ClpC1 del complejo de proteasa 

ClpC1P1P2. Otros lasso péptidos inhiben la ARN polimerasa y la biosíntesis de la pared 

celular y los tiopéptidos inhiben la actividad de los ribosomas. Por ello, es esencial que estos 

péptidos se internalicen primero antes de alcanzar el blanco intracelular. Cualquier 

interrupción en este camino reduciría la bioactividad (Cao, 2021). Muchos RiPPs penetran la 

membrana citoplasmática mediante la interacción con la membrana celular bacteriana. En el 

primer paso, se establecen interacciones electrostáticas entre los aminoácidos cargados 

positivamente con la superficie de la membrana cargada negativamente. En el segundo paso, 

la formación de poros dentro de la membrana hace que la bicapa se rompa, lo que conduce a 

fugas extensas y finalmente a la muerte celular, particularmente en bacterias Gram-positivas 

(Li y Rebuffat, 2020; Liu et al., 2020; Cao, 2021;). Otro mecanismo que se ha propuesto de 

cómo los RiPPs permeabilizan la membrana son a través de la formación de vesículas que se 

autoensamblarán en poros o crearán defectos en la bicapa (Wimley y Hristova, 2019). Se ha 

reportado que la prenilación de los RiPPs aumenta su lipofilia, lo que promueve su 

orientación hacia la membrana (McIntosh y Donia, 2009). Algunos otros RiPPs se 

internalizan en la membrana sin dañarlas o forman poros (Karbalaei-Heidari y Budisa, 2020). 

(2) Las extensas modificaciones postraduccionales dotan a estos péptidos de estructuras muy 

diversas, lo que típicamente restringe la flexibilidad conformacional para el reconocimiento 
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del blanco con alta especificidad y contribuye a aumentar la estabilidad metabólica y la 

funcionalidad química (Arnison et al., 2013). (3) Se ha demostrado que muchos RiPPs tienen 

múltiples mecanismos de acción al mismo tiempo, por ejemplo, la nisina y la epidermina, se 

caracterizan por un modo de acción dual y afectan la biosíntesis de la pared celular y la 

integridad de la membrana citoplasmática (Bierbaum y Sahl 2009). (4) Dado que los genes 

blanco específicos se conservan en su mayoría, las probabilidades de mutaciones son bajas, 

lo que disminuye la posibilidad de desarrollo de resistencia contra RiPPs (Cotter et al., 2013). 

(5) Existe amplia información sobre su base genética de biosíntesis lo que permite su 

extracción en genomas bacterianos (Ortega y van Der Donk, 2016).  

Dentro de la superfamilia de los RiPPs se encuentran los lantipéptidos (Knerr y van der Donk 

2012), linaridinas (Mo et al., 2017), proteusinas (Hamada et al., 1994), péptidos lineales que 

contienen azol (LAP) (Melby et al., 2011), cianobactinas (Sivonen et al., 2010), botromicinas 

(Gomez-Escribano et al., 2012), microcinas (Baquero et al., 2019), lasso péptidos 

(Kaweewan et al., 2018), microviridinas (Zhang et al., 2018), sactipéptidos (Gardiner et al., 

2005), tiopéptidos (Morris et al., 2009), las bacteriocinas (Chikindas, et al., 2018), entre otros 

(Hudson y Mitchell 2018). De todos estos RiPPs, entre los más estudiados se encuentran los 

tiopéptidos, lasso péptidos, cianobactinas, microcinas y los lantipéptidos (Arnison et al., 

2013).  

Si bien el interés en la aplicación de RiPPs como agentes farmacéuticos está aumentando, 

existe una gran necesidad en el desarrollo de métodos de plataforma general para su 

producción en cantidades requeridas para satisfacer las demandas (Ongey y Neubauer, 2016). 

Hasta la fecha, se han desarrollado muchos programas bioinformáticos para identificar BGCs 

de RiPPs a partir de datos de secuencias genómicas, lo cual ha llevado al descubrimiento de 

RiPPs novedosos, incluidos aquellos con modificaciones postraduccionales desconocidas (Li 

et al., 2021). 

 

Lantipéptidos 

 

Durante las dos últimas décadas, el número de lantipéptidos identificados ha aumentado 

enormemente, de 28 en 1997 (Sahl y Bierbaum, 1998) a más de 90 en 2012 (Knerr y van Der 

Donk 2012) y en el 2015 ya habían más de 100 lantipéptidos caracterizados (van Staden et 
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al., 2021). La nisina A, producida por Lactococcus lactis, fue el primer lantipéptido estudiado 

y se ha utilizado como conservante de alimentos (Nisaplin® y Niprosin®) en más de 80 

países durante más de 50 años (Jung y Sahl, 1991). 

Los lantipéptidos han demostrado una amplia variedad de actividades biológicas como 

antimicrobianas (actúa sobre infecciones causadas por bacterias, específicamente se ha visto 

mayor actividad sobre bacterias Gram-positivas), antifúngicas (tiene efecto sobre algunos 

hongos), antivirales (actúan sobre algunos virus), morfogenéticas (implicadas en la 

formación de hifas aéreas del hospedero), antinociceptivas (alivio del dolor que actúa a nivel 

de la sustancia blanca medular) y antialodínicas (alivio del dolor que actúa sobre canales de 

calcio a nivel periférico y central) (Repka et al., 2017). Recientemente se ha prestado mucha 

atención a los lantipéptidos, gracias a su naturaleza policíclica que les ofrece resistencia y 

estabilidad a las proteasas, así como especificidad del blanco debido a su limitada libertad 

conformacional, lo que los destaca sobre otros compuestos peptídicos (Ongey y Neubauer, 

2016), es por ello que han surgido como una plataforma prometedora contra las bacterias 

resistentes (Barbosa et al., 2019).  

 

Biosíntesis 

 

Los lantipéptidos están conformados por aminoácidos reticulados con tioéter, 

lantioninas/metil-lantioninas, que dan lugar a una estructura central policíclica (Ongey et al., 

2018). Las reacciones de modificación postraduccional del propéptido (LanA), es decir, el 

precursor del lantipéptido, se llevan a cabo por dos enzimas. La enzima LanB realiza la 

deshidratación de residuos de serina y treonina a residuos de 2,3-didehidroalanina (Dha) y 

2,3-didehidrobutirina (Dhb), respectivamente. La forma de deshidratación puede ser bastante 

diferente para cada lantipéptido, siendo éste un criterio para clasificarlos (Bierbaum y Sahl 

2009). Posteriormente, viene un proceso de ciclación, que se lleva a cabo por la enzima LanC, 

los residuos de cisteína atacan a los residuos deshidratados para generar los aminoácidos 

reticulados con tioéter, formando los anillos de lantionina y metil-lantionina mediante una 

adición de tipo Michael (Yang et al., 2018; Lagedroste et al., 2020). Hasta este punto, 

generalmente el propéptido modificado (LanAm) carece de actividades biológicas, hasta que 

una proteasa escinde el péptido líder del péptido core (figura 1) (Repka et al., 2017; Yang et 
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al., 2018). Debido a que la mayoría de los lantipéptidos exhiben actividad antimicrobiana, 

los microbios productores deben expresar transportadores y proteínas de inmunidad en su 

grupo de genes biosintéticos para lograr una protección adecuada (Liu et al., 2020). 

Los péptidos policíclicos resultantes tienen conformaciones restringidas que confieren sus 

actividades biológicas. Después de la instalación de los enlaces cruzados de tioéter 

característicos, las enzimas de adaptación introducen modificaciones postraduccionales 

adicionales que son únicas para cada lantipéptido y que afinan sus actividades y/o estabilidad 

(Repka et al., 2017). 

 

Figura 1. a) Ruta biosintética de la nisina A. Las letras en negrita y subrayado en el péptido 

líder muestran un motivo (FNLD) que se encuentra conservado en los lantipéptidos de clase 

I y juega un papel importante para el reconocimiento de las enzimas NisB y NisC (traducido 

de Repka et al., 2017). b) Estructuras químicas que muestran los procesos de deshidratación 

y ciclación (traducido de Yang et al., 2018).  
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Clasificación  

 

De acuerdo con sus características estructurales, los lantipéptidos fueron clasificados por 

primera vez por Jung y Salh, en tipos A y B (Jung y Salh, 1991). Sin embargo, el 

descubrimiento de nuevas estructuras provocó la reclasificación basada en las similitudes 

estructurales de sus enzimas biosintéticas (figura 2). Actualmente, los lantipéptidos se 

clasifican en cuatro clases: I, II, III y IV. Vale la pena mencionar que la biosíntesis de 

lantipéptidos clase I y clase II ha sido muy bien estudiada y son los únicos que hasta la fecha 

han demostrado actividad antimicrobiana y más recientemente se han reportado estructuras 

correspondientes a las enzimas biosintéticas (Repka et al., 2017). Se sabe menos acerca de 

las enzimas de clase III y clase IV, aunque últimamente se han descubierto más detalles sobre 

sus principios mecanísticos subyacentes (Hegemann y Süssmuth, 2020). 

 

Figura 2. Representación esquemática de la organización estructural de la maquinaria 

biosintética de las cuatro clases de lantipéptidos (Traducido de Hegemann y Süssmuth, 

2020). 

 

Microorganismos productores de lantipéptidos 

 

Dentro de los principales microorganismos productores de lantipéptidos se encuentran los 

del filo Firmicutes, Bacteroidetes y las Actinobacterias, (Alkhalili et al., 2018; Walker et al., 

2020; Li et al., 2021), también se encuentran algunas Proteobacterias y recientemente las 
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Cianobacterias están ganando interés para la producción de estas moléculas. En el cuadro 1 

se ejemplifica algunos de los lantipéptidos caracterizados, así como sus principales 

aplicaciones. 

 

Cuadro 1. Microorganismos productores de lantipéptidos y sus principales aplicaciones  

Lantipéptido  Clase 
Microorganismo 

productor 
Bioactividad Referencia  

Nisina I Lactococcus lactis Antimicrobiano, 

antibiofilm; 

antitumoral, 

inmunomodulador 

de Arauz et 

al., 2009; 

Shin et al., 

2016 

Subtilina I Bacillus subtilis Antimicrobiano Abriouel et 

al., 2011 

Microbisporicina 

(NAI-107) 

I Microspora 

corallina 

Antimicrobiano Foulston y 

Bibb, 2010 

Planosporicina I Planomonospora 

alba 

Antimicrobiano Sherwood et 

al., 2013 

Epidermina I Staphylococcus 

epidermidis 

Antimicrobiano Allgaier et 

al., 1986; 

Bonelli et al., 

2006 

Duramicina II Streptomyces 

cinnamoneus 

Antimicrobiano, 

antiviral, 

anticancerígeno, 

inmunomodulador 

Märki et al., 

1991; Zeitlin 

et al., 2004, 

Tabata et al., 

2016 

Mersacidina II Bacillus 

amyloliquefaciens 

Antimicrobiano Kumar et al., 

2018 
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Actagardina II Actinoplanes 

garbadinensis 

Antimicrobiano Boakes et al., 

2009 

SapT III Streptomyces 

tendae 

Morfogénesis hifal  Kodani et al., 

2005 

SapB III Streptomyces 

coelicolor 

Morfogénesis hifal  Kodani et al., 

2004 

Labirintopeptinas III Actinomadura 

namibiensis 

Antiviral, 

antialodínico 

Meindl et al., 

2010; 

Prochnow et 

al., 2020 

NAI-112 III Actinoplanes sp. Antimicrobiano, 

antialodínico, 

antinociceptivo 

Repka et al., 

2017; 

Tocchetti et 

al., 2021 

Estreptocolina IV Streptomyces 

collinus 

Inhibidor de PTP1B Iftime et al., 

2015 

 

Los Firmicutes son uno de los filos que mayormente se ha estudiado por la producción de 

lantipéptidos. De hecho, el primer lantipéptido estudiado, la nisina, se aisló de Lactococcus 

lactis (Engelke et al., 1992). Dentro de este filo, se encuentran Bacillus que se ha reportado 

como uno de los mayores géneros productores de lantipéptidos (Alkhalili et al., 2018). En 

este género se han identificado clústeres de genes biosintéticos asociados a la producción de 

lantipéptidos de clase I y clase II, los cuales se han reportado con actividad antimicrobiana. 

Algunos ejemplos son: subtilina, entianina, ericinas, clausina, subtilomicina, turicinas, 

mersacidina, amilolisina, haloduracina, liquenicidina, cericidinas, entre otros (Barbosa y 

Mendo, 2015). 

En el genoma de los Bacteroidetes también se ha observado una amplia distribución de 

clústeres de genes biosintéticos que codifican para lantipéptidos, entre ellos se destacan los 

genomas de Chryseobacterium, Pedobacter y Flavobacterium. La gran mayoría de los 
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propéptidos (LanA) son similares a los de los lantipéptidos previamente caracterizados; sin 

embargo, muchas de las enzimas del core biosintético son diferentes a las ya caracterizadas, 

lo que demuestra que la diversidad de genes de los lantipéptidos sigue siendo poco explorada 

(Walker et al., 2020). 

Por otro lado, las Actinobacterias portan una gran cantidad de grupos de genes biosintéticos 

de metabolitos secundarios cuyos productos abarcan estructuras químicas muy diversas, lo 

cual les confiere una gran versatilidad en la producción de compuestos bioactivos. Hasta el 

2010, ya se habían reportado alrededor de 34, 000 compuestos bioactivos microbianos y cerca 

del 40 % de ellos son producidos por Actinobacterias (Gomes et al., 2017). 

Los lantipéptidos de Actinobacterias han sido muy poco estudiados. Se ha observado que los 

lantipéptidos de las Actinobacterias poseen una gran diversidad de modificaciones 

postraduccionales que no se encuentran en los lantipéptidos de otros filos (Zhang et al., 

2015), por ejemplo, la cloración de triptófano y dihidroxilación de prolina en 

microbisporicina (Castiglione et al., 2008; Carrano et al., 2015); la glicosilación en NAI-112 

(Tocchetti et al., 2021); la formación de lisinoalanina en cinamicina (Ökesli et al., 2011), 

entre otros (Repka et al., 2017). Las modificaciones únicas en la biosíntesis de los 

lantipéptidos actinobacterianos sugieren un gran potencial para explorar estos genomas y 

encontrar moléculas con prometedoras actividades biológicas (Zhang et al., 2015). 

Recientemente, las Cianobacterias están atrayendo la atención como productores potenciales 

de lantipéptidos. Se ejemplifican las proclorosinas, un grupo de lantipéptidos, que fueron 

producidos por ciertas cepas de las ubicuas picocianobacterias marinas, en géneros como 

Prochlorococcus y Synechococcus (Cubillos-Ruiz et al., 2017).  

 

Lantipéptidos de Clase I 

 

En lantipéptidos de clase I, los residuos de lantionina/metil-lantionina están formados por 

dos enzimas, una deshidratasa (LanB) y una ciclasa (LanC) (figura 2). Otra característica de 

los lantipéptidos de clase I es su estructura alargada y flexible. Esta estructura secundaria 

juega un papel importante en el efecto antimicrobiano al unirse al lípido II y en la formación 

de poros en la membrana celular (Dischinger et al., 2014). Algunos ejemplos de péptidos que 
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pertenecen a lantipéptidos de clase I son: subtilina, microbisporicina, planosporicina, 

epidermina y el conocido lantibiótico nisina (cuadro 1) (Dischinger et al., 2014; Ongey y 

Neubauer, 2016).  

 

La deshidratación y la ciclación se llevan a cabo en el propéptido LanA, el cual se compone 

de dos regiones, un péptido líder y un péptido central (figura 1). Las modificaciones 

postraduccionales tienen lugar en el péptido central, dando lugar al péptido maduro bioactivo. 

El péptido modificado se exporta fuera de la célula productora a través de un transportador 

transmembranal de casete de unión a ATP (ABC), generalmente designado como LanT. El 

péptido líder se escinde intra o extracelularmente por una serín proteasa (LanP) que puede 

estar codificada en el mismo clúster biosintético o por otra proteasa codificada en otra parte 

del genoma del microrganismo productor (Knerr y van Der Donk, 2012). La biosíntesis de 

lantipéptidos se regula mediante el sistema regulador de dos componentes; el sensor de 

histidina cinasa (LanK) que está unida a la membrana y el regulador de respuesta 

citoplasmática (LanR). Cuando la concentración del lantipéptido secretado alcanza un cierto 

umbral, es detectado por el sensor LanK y éste se autofosforila, a su vez, éste fosforila a 

LanR, lo cual activa la transcripción de los genes involucrados en la biosíntesis y transporte 

del lantipéptido. LanR también activa la transcripción de los genes que codifican las proteínas 

de inmunidad LanE, LanF, LanG y LanI, las cuales utiliza la célula productora para 

protegerse a sí misma contra el efecto inhibidor de su propio lantipéptido (Arnison et al., 

2013). LanI es una lipoproteína de membrana periférica que protege la célula bloqueando la 

formación de poros por el lantipéptido secretado. Por otro lado, las proteínas LanE, LanF y 

LanG son supuestos transportadores ABC especializados en bombear los lantipéptidos que 

han penetrado la membrana de regreso al ambiente exterior (Alkhalili et al., 2018).  

 

En los propéptidos también pueden existir otro tipo de modificaciones, para aumentar la 

estabilidad de los péptidos o para cambiar la carga general, por ejemplo, la instalación de un 

C-terminal S-[(Z)-2-aminovinil]-d-Cys (AviCys) en la epidermina, formado a través de un 

intermedio de enetiol generado por las flavoproteínas de descarboxilasa oxidativa (LanD) 

(Kupke et al., 1992) (figura 3). Otras proteínas involucradas en la producción de epidermina 

son EpiH y EpiQ. EpiH es una proteína hidrofóbica con varias secciones transmembranales 

y un dominio hidrofílico central que muestra una identidad del 81.2 % con EpiT, el cual está 
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involucrado en el transporte de este lantipéptido (Peschel et al., 1997).   EpiQ es una proteína 

de unió al ADN que controla la producción de epidermina mediante la activación 

transcripcional del promotor epiA, utilizado para la transcripción de la mayoría de los genes 

biosintéticos de este clúster (Schnell et al., 1992). 

 

 

 

Figura 3. Grupo de genes biosintéticos que conforman tres clústeres de lantipéptidos de clase 

I. A y S: propéptido; B: enzima deshidratasa; C: enzima ciclasa; D: flavoproteína 

descarboxilasa oxidativa; E, F, G y I: inmunidad; K: sensor de histidina cinasa; P: proteasa; 

Q: regulador transcripcional positivo en la síntesis de epidermina; R: regulador de respuesta 

citoplasmática; T y H: trasportador (Traducido de Repka et al., 2017). 

 

Enzima lantibiótico deshidratasa (LanB) 

 

Las enzimas LanB generalmente tienen alrededor de 1000 residuos de aminoácidos, que 

consisten en un dominio de lantipéptido deshidratasa y un dominio llamado SpaB_C (SpaB 

C-terminal). Unos pocos grupos de genes biosintéticos de lantipéptidos contienen genes que 

codifican una LanB truncada en el extremo C-terminal y una proteína independiente similar 

a SpaB_C, lo que sugiere que los dos dominios de LanB podrían actuar tanto en cis como en 

trans (Zhang et al., 2012). 

Aunque los genes responsables de la producción del primer lantipéptido descubierto, la 

nisina, se identificaron por primera vez en 1992 (Engelke et al., 1992), la base mecanística 

de las enzimas LanB de ningún lantipéptido había sido dilucidado, hasta hace unos años 

(Garg et al., 2013; Ortega et al., 2015; Ortega et al., 2016). Uno de los factores limitantes en 

la caracterización de las enzimas LanB fue la falta de un sistema de expresión heteróloga y 
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purificación adecuada para estas enzimas de alto peso molecular. Hasta hace poco, se 

dilucidó la estructura cristalina de NisB, el lantibiótico deshidratasa involucrado en la 

biosíntesis de la nisina, los estudios bioquímicos revelaron un requerimiento inesperado de 

glutamil-tRNAGlu durante la catálisis (Ortega et al., 2015). Estos resultados demostraron que 

el glutamato se transfiere del glutamil-tRNAGlu a las cadenas laterales de Ser/Thr 

seleccionadas dentro del péptido precursor de la nisina (NisA), dando lugar a una serie de 

intermedios glutamilados (Garg et al., 2013; Ortega et al., 2015). Tras la eliminación del 

glutamato, los residuos de Ser/Thr se convierten en sus homólogos insaturados (Garg et al., 

2013).  

En otro estudio, realizado en el 2016, se caracterizó la especificidad de glutamil-tRNAGlu de 

Microbispora sp. y se resolvió la estructura cristalina del lantibiótico deshidratasa de 

microbisporicina (MibB), demostrándose que también MibB utiliza glutamil-tRNAGlu 

durante la deshidratación como fuente de glutamato necesario para catalizar la glutamilación 

de residuos de Ser/Thr en MibA. Estos datos proporcionan evidencia para un uso general de 

glutamil-tRNAGlu por las deshidratasas lantibióticas de clase I (Ortega et al., 2016).  

 

Enzima lantibiótico ciclasa (LanC) 

 

Las enzimas LanC tienen alrededor de 400 residuos de aminoácidos y poseen una topología 

doble de pliegue en barril α y una tríada Cys-Cys-His estrictamente conservada cerca de sus 

extremos C-terminal para la unión de iones zinc (Zhang et al., 2012). 

La caracterización inicial de la función de una ciclasa (LanC) se llevó a cabo mediante 

estudios genéticos en Pep5, en los que la deleción de los 231 residuos del extremo C-terminal 

de PepC disminuyó la formación de anillos de lantionina (Meyer et al., 1995). En el 2006, se 

dilucidó la primera estructura cristalina de NisC de Lactococcus lactis, con lo cual se 

identificaron los residuos catalíticos esenciales de la ciclasa NisC implicados en la biosíntesis 

de nisina (Li et al., 2006). 

De acuerdo al análisis filogenético de la distribución de las ciclasas (LanC), estas enzimas se 

clasifican en tres grupos distintos: en el grupo 1 que se encuentra en Bacteroidetes y 

Proteobacteria, en el grupo 2 las Actinobacterias y en el grupo 3 los Firmicutes. Los grupos 
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2 y 3 están relacionados entre sí y son distintos de las secuencias del grupo 1. Aunque las 

deshidratasas (LanB) de Bacteroidetes y Proteobacteria están estrechamente relacionadas, ya 

que se encuentran dentro de un grupo, los orígenes evolutivos de LanB frente a LanC denotan 

posibles diferencias, por lo tanto, parece LanB ha evolucionado independientemente de 

LanC, o que LanB o LanC pueden haber sido reclutados de otros organismos y han formado 

un par funcional (Zhang et al., 2012). 

 

Lantipéptidos de Clase II 

 

En los lantipéptidos de clase II participa sólo una enzima multifuncional, la lantionina 

sintetasa (LanM), esta enzima lleva a cabo tanto las reacciones de deshidratación y ciclación, 

también, este grupo generalmente presenta una estructura más globular a comparación de los 

de clase I y se ha reportado la presencia de un transportador bifuncional codificado dentro 

del grupo de genes. Este transportador cumple una doble función, es decir, el transporte del 

péptido a través de la membrana y la eliminación del péptido líder a través de la actividad de 

un dominio N-ter de peptidasa. Ejemplos de lantibióticos de clase II son la mersacidina y la 

procorosina 1.7, en la figura 4 se observa que ambos lantipéptidos tienen una estructura más 

globular en comparación con los de clase I (Zhang et al., 2012). 

Hasta la fecha, sólo se ha caracterizado estructuralmente una enzima LanM. CylM, la 

sintetasa de clase II implicada en la biosíntesis de la citolisina enterocócica, contiene un 

dominio de deshidratasa N-terminal que es estructuralmente similar a las cinasas de lípidos 

eucariotas y un dominio de ciclasa C-terminal que es estructuralmente similar a las proteínas 

LanC de clase I. Sin embargo, no hay estructuras unidas al sustrato disponibles y, por lo 

tanto, el mecanismo por el cual las LanM reconocen sus péptidos precursores afines sigue 

siendo poco conocido (Rahman et al., 2020). 

 

Enzima LanM 

 

Las enzimas LanM son proteínas de 115–120 kDa (900–1200 residuos) que catalizan tanto 

la deshidratación como la ciclación de sus sustratos LanA (Xie et al., 2004).  
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LanM contiene dos dominios, un dominio de deshidratación N-terminal y un dominio de 

ciclasa C-terminal. El dominio N-terminal de las enzimas LanM es responsable de la 

deshidratación y el dominio C-terminal de la ciclación. La región N-terminal no muestran 

homología con LanB de la clase I, lo que sugiere que no evolucionaron a partir de una fusión 

simple de las enzimas LanB y LanC que se encuentran en los lantibióticos de clase I (Siezen 

et al., 1996), sin embargo, el dominio de ciclasa C-terminal muestra aproximadamente un 

25% de identidad de secuencia con LanC de la clase I, incluidos los residuos de unión a zinc 

conservados (Lagedroste et al., 2020). 

Las proteínas LanM usan ATP para fosforilar los residuos de Ser/Thr en sus sustratos, 

seguido de la eliminación del éster de fosfato resultante para producir los 

deshidroaminoácidos. Posteriormente, el dominio C-terminal cataliza la reacción de 

ciclación de manera similar a las enzimas LanC. A diferencia de las enzimas LanB y LanC, 

las LanM prevalecen en las Proteobacterias y también se han caracterizado a partir de las 

Cianobacterias, Actinobacterias y algunos Firmicutes, pero no se han encontrado en 

Bacteroidetes, lo que nuevamente indica que las diferentes clases de lantipéptidos 

probablemente evolucionaron de forma independiente (Zhang et al., 2012). 

 

Lantipéptidos de Clase III 

 

Los lantipéptidos de clase III, por ejemplo, las laberintopeptinas (figura 4), al igual que la 

clase II, son modificados por una única enzima multifuncional denominada LanKC. RamC, 

la enzima que genera las lantioninas en SapB mediante la modificación postraduccional del 

péptido RamS, fue la primera sintetasa de clase III identificada. Recientemente, se descubrió 

una nueva clase de lantibióticos que contienen estructuras carbocíclicas llamadas labioninas. 

Estas estructuras se forman a partir de dos residuos de Ser y un residuo de Cys por sintetasas 

que son homólogas a RamC (Wang y van Der Donk 2012). 

Los lantipéptidos de esta clase pueden ser utilizados como agentes terapéuticos antivirales, 

antialodínicos y antinociceptivos (Sambeth et al., 2011; Repka et al., 2017; Lagedroste et al., 

2020; Tocchetti et al., 2021). 
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Enzima LanKC 

 

La enzima LanKC contiene tres dominios: un dominio liasa N-terminal, un dominio cinasa 

central y un dominio ciclasa C-terminal. Los dominios de la liasa y la cinasa, llevan a cabo 

la deshidratación de residuos de Ser y Thr, mientras el dominio ciclasa forma los distintos 

anillos (metil) lantionina. La característica única de las enzimas LanKC es la capacidad de 

instalar estructuras de labioninas/metil-labionina, pero aún se desconoce el mecanismo 

exacto de este proceso (Hegemann y Süssmuth, 2020). 

 

Lantipéptidos de Clase IV 

 

Una cuarta clase ha sido asignada recientemente a través del descubrimiento del lantipéptido 

venezuelina, producido por Streptomyces venezuelae (Kodani et al., 2014) (figura 4). Al igual 

que la clase II y III, posee una sola enzima multifuncional, la lantionina sintetasa (LANL). 

La mayoría de los lantipéptidos de clase III y IV no muestran actividad antimicrobiana, pero 

poseen otras actividades, por ejemplo, funciones morfogenéticas implicadas en la formación 

de hifas aéreas (Sambeth et al., 2011), actividades antialodínicas (Hegemann y Süssmuth, 

2020), antivirales (Repka et al., 2017; Hegemann y Süssmuth, 2020) y como inhibidor de la 

proteína PTP1B, capaz de inhibir los reguladores negativos de las vías de señalización de la 

insulina y la leptina, potenciar la acción de la insulina y la leptina, por lo tanto, podrían ser 

beneficiosos para el tratamiento de la diabetes tipo 2 y la obesidad. (Iftime et al., 2015). 

 

Enzima LanL 

 

La enzima LanL contiene tres dominios distintos, un dominio liasa N-terminal, un dominio 

cinasa central y un dominio ciclasa C-terminal. Los dominios de cinasa y liasa catalizan las 

reacciones de fosforilación y eliminación de fosfato, respectivamente, para convertir los 

residuos de Ser/Thr en 2,3-didehidroalaninas (Dha) y 2,3-didehidrobutirinas (Dhb), 

respectivamente. Luego, una adición de tipo Michael en el tiol de una cadena lateral de Cys 

al doble enlace insaturado de Dha/Dhb, da como resultado lantionina/metil-lantionina, que 

es llevado a cabo por el dominio ciclasa C-terminal. Dependiendo de la selectividad de la 
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cara del ataque nucleofílico, se pueden formar dos diastereómeros, DL-(metil)lantionina 

(DL-(Me)Lan) y LL-(metil)lantionina (LL-(Me)Lan) (Ren et al., 2020). 

El dominio liasa y el dominio cinasa muestran homología con los dominios correspondientes 

de la enzima de péptidos de clase III, el dominio ciclasa de LanL es homólogo a LanC (Zhang 

et al., 2012; Lagedroste et al., 2020). 

 

 

  
Figura 4. Ejemplos representativos de las cuatro clases de lantipéptidos (Traducido de 

Dischinger et al., 2014).  

 

 

Mecanismo de acción de los lantipéptidos con actividad antimicrobiana 

 

Comúnmente, los lantipéptidos con actividad antimicrobiana se han denominado 

lantibióticos, esta actividad biológica se dirige principalmente contra bacterias Gram-

positivas donde el blanco de la mayoría de los lantibióticos es la pared celular y/o un receptor 

específico: el lípido II que es un precursor de la pared celular y que se encuentra en la 
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membrana celular (Bierbaum y Sahl 2009; Arnison et al., 2013). Se ha demostrado que 

algunos miembros de los lantipéptidos de clase I, como la nisina, tienen un mecanismo de 

acción dual, por una parte, pueden unirse al lípido II y, por lo tanto, evita la síntesis correcta 

de la pared celular conduciendo a la despolarización de la membrana y con ello, la muerte 

celular (Dischinger et al., 2014; Lagedroste et al., 2020). Además, pueden utilizar el lípido 

II como molécula de acoplamiento para iniciar un proceso de inserción en las membranas y 

esto conlleva a la formación de poros dando como resultado la muerte celular (Zhang et al., 

2012). Se ha reportado que las moléculas de nisina y lípido II forman poros en la membrana 

de la célula blanco en una estequiometría de ocho moléculas de nisina y cuatro del lípido II 

(Hasper et al., 2004). La gallidermina, otro lantipéptido de clase I, conserva un motivo de 

unión al lípido II similar a la nisina, pero, dado que esta molécula es más corta que la nisina, 

es incapaz de formar poros en la mayoría de las especies y actúa únicamente mediante la 

inhibición de la biosíntesis de la pared celular (Bonelli et al., 2006).  

 

Un lantibiótico de clase II como la mersacidina, sólo tiene actividad de unión al lípido II, no 

forma poros, pero tienen una estructura helicoidal anfifílica, lo que le permite insertarse en 

la membrana de la célula blanco, conduciendo a la despolarización y la muerte celular 

(Lagedroste et al., 2020). Se ha reportado que este lantibiótico, presentó actividad 

antimicrobiana frente a bacterias Gram-positivas como S. aureus y Enterococcus fecalis, los 

cuales son resistentes a la meticilina y vancomicina, respectivamente (Carrano et al., 2015). 

En E. coli y otras enterobacterias no presentó actividad, aunque fue más activa contra otras 

bacterias Gram-negativas como Moraxella catarrhalis, Neisseria spp. y Haemophilus 

influenzae, en comparación con planosporicina, actagardina, mersacidina y nisina 

(Castiglione et al., 2008). 

 

Microorganismos endófitos 
 

La búsqueda de nuevos productos naturales con potencial antimicrobiano ha llevado a 

investigar fuentes poco exploradas (Hug et al., 2018). En este sentido, la detección de 

compuestos antimicrobianos de microorganismo endófitos es una alternativa prometedora 

contra la creciente amenaza de cepas de patógenos humanos y vegetales resistentes a 

fármacos (Martínez-Klimova et al., 2017). Los metabolitos antimicrobianos aislados de 
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endófitos pertenecen a diversas clases estructurales, que incluyen: alcaloides, péptidos, 

esteroides, terpenoides, fenoles, quinonas y flavonoides (Yu et al., 2010).  

Los microorganismos endófitos son aquellas bacterias y hongos que residen en los tejidos de 

plantas, debajo de las capas de células epidérmicas sin causar ningún síntoma aparente de 

enfermedad en el huésped (Stone et al., 2000) (figura 5). Son microorganismos no patógenos 

que viven dentro de los tejidos de plantas sanas durante todo o casi todo su ciclo de vida. 

Algunas bacterias endófitas pueden mejorar el sistema de defensa de la planta y promover su 

desarrollo (Liu et al., 2017). Se ha propuesto que los endófitos benefician indirectamente el 

crecimiento de las plantas al producir sustancias especiales, principalmente metabolitos 

secundarios, para prevenir el crecimiento o la actividad de los patógenos de las plantas 

(Christina et al., 2013). 

 

 

 

Figura 5. Representación esquemática de microorganismos endófitos que residen en una 

planta (Martínez-Klimova et al., 2017). 

 

Muchas investigaciones han demostrado que diversas plantas terapéuticas son una fuente 

importante de microorganismos endófitos, que constituyen una fuente novedosa y potencial 

de metabolitos secundarios para su explotación en la medicina, la agricultura y la industria 

(Singh et al., 2017), especialmente, se ha demostrado que en este tipo de plantas existe una 

gran cantidad de productos naturales antimicrobianos provenientes de microorganismos 

endófitos (figura 6), por ello, la búsqueda de productos naturales sintetizados por estos 

microorganismos podría ser una herramienta prometedora para contribuir a resolver el 

problema del aumento de bacterias resistentes a los antimicrobianos comunes (Yu et al., 
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2010). En este sentido, los filos Ascomycota y Actinobacteria son los principales endófitos 

que producen moléculas antimicrobianas (Singh y Dubey, 2015; Martínez-Klimova et al., 

2017). 

 

 

Figura 6. Compuestos biológicamente activos con actividad antibacteriana comprobada, 

aislados de microorganismo endófitos de plantas. (Traducido de Ek-Ramos et al., 2019).  

 

Actinobacterias 

 

Las Actinobacterias son bacterias Gram-positivas que muestran una amplia gama 

morfológica, que va desde organismos unicelulares hasta aquellos que forman filamentos 

miceliales ramificados. Además, forman esporas y su ADN contiene altos porcentajes de GC 

(51-70%) (Barka et al., 2016). Actualmente, el grupo de las Actinobacterias endófitas están 

ganando una gran atención debido a su capacidad para producir una amplia gama de 

metabolitos secundarios que poseen diversas actividades biológicas (Dinesh et al., 2017). 

Las Actinobacterias presentan una amplia variedad de morfologías y se diferencian entre 

ellas principalmente con respecto a la presencia o ausencia de micelio aéreo o micelio 

sustrato (es conocido también como micelio primario o micelio vegetativo), el color del 
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micelio, la estructura y apariencia de sus esporas y la producción de pigmentos melanoides 

difusibles (figura 7). La fragmentación micelial es una forma especial de reproducción 

vegetativa que produce esporas o conidios (Hazarika y Thakur, 2020). 

 

  
 

Figura 7. Morfología de aislados de Actinobacterias (Priyadharsini y Dhanasekaran, 2015). 

 

Recientemente en nuestro grupo de investigación se realizó la búsqueda de microorganismos 

endófitos de la planta medicinal mexicana Amphipterygium adstringens, mejor conocida 

como el árbol de cuachalalate, donde se aislaron varios de estos microorganismos, los cuales 

fueron capaces de inhibir el crecimiento de levaduras y bacterias patógenas. Entre los 

microorganismos endófitos que se aislaron se encuentran tres Actinobacterias: Actinoplanes 

sp. TFC3 (GCF_001553785.1), Streptomyces sp. L06 y Embleya sp. NF3 

(GCF_002024165.1) (Rodríguez-Peña et al., 2020). Estos géneros también se han reportado 

como microorganismos de vida libre, especialmente se han encontrado en el suelo (Behie et 

al., 2017).  

 

El genoma de Actinoplanes sp. TFC3 está enriquecido particularmente con clústeres de genes 

biosintéticos que podrían codificar para terpenos y policétidos sintasas, además, se reveló un 

clúster involucrado en la biosíntesis de un híbrido policétido trans-aciltransferasa (AT), un 

metabolito inédito que nunca antes había sido reportado en Actinoplanes (Centeno-Leija et 

al., 2016). Streptomyces sp. L06 contiene en su genoma clústeres de genes biosintético que 
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podrían codificar para nuevos RiPPs, mientras que la secuencia genómica de Embleya sp. 

NF3 reveló clústeres de genes biosintéticos asociados a la producción de nuevos NRP y 

RiPPs (Caicedo-Montoya et al., 2021). 

 

Teniendo en cuenta la importancia de los actinomicetos para la búsqueda de compuestos 

bioactivos, resulta interesante identificar los genes que codifican para dichos compuestos, 

además, el creciente número de secuencias del genoma proporciona una herramienta valiosa 

para identificar compuestos con actividad antimicrobiana (Gomes et al., 2017). 

 

Minería de genomas 
 

Con la finalización del Proyecto del Genoma Humano a principios de la década de 2000 y el 

desarrollo de nuevas tecnologías, se comenzó a secuenciar de forma masiva el genoma de 

muchos organismos y en particular de muchos microorganismos. Numerosas herramientas 

bioinformáticas han aprovechado los datos genómicos cada vez más abundantes para 

identificar nuevos genes y rutas biosintéticas (Martínez-Klimova et al., 2017; Blin et al., 

2019). Los primeros enfoques implementaron técnicas simples de alineación de referencias 

de BGCs de productos naturales, utilizando programas como BLAST y, a menudo, se 

combinaron con la curación manual (Altschul et al., 1990). 

Uno de los métodos más nuevos es la minería de genomas, iniciado en 2000 (Challis y Ravel 

2000). La minería de genomas consiste en utilizar información genética para evaluar el 

potencial de los microorganismos para la producción de nuevos compuestos naturales. Dicho 

análisis debe ir seguido de una extensa investigación experimental que incluya las ciencias 

ómicas para confirmar que el grupo de genes pronosticado produce el metabolito secundario 

deseado (Foulston, 2019). Esta herramienta, implica el análisis de genomas secuenciados 

para determinar si en estos organismos se pueden encontrar grupos de genes involucrados en 

la producción de nuevas moléculas de interés (Scheffler et al., 2013). En consecuencia y 

debido a la creciente necesidad de la producción de nuevos antibióticos, el estudio del 

genoma mediante este método, se ha convertido en una estrategia común para encontrar 

nuevas moléculas antimicrobianas mediante el análisis bioinformático de los clústeres de 

genes biosintéticos que después puedan expresarse en hospederos prometedores (Guzmán-

Trampe et al., 2017). 



45 

 

Una vez que se identifican los BGCs de metabolitos secundarios de interés, las actividades a 

seguir pueden ser tres: (1) Clonar el BGC predicho y expresarlo en un huésped heterólogo, 

(2) sintetizar la molécula de interés a través de la biología sintética y (3) identificar la 

molécula de interés en la cepa nativa a partir de un cribado químico (figura 8) (Ziemert et al., 

2016; Foulston, 2019). 

 

 

 
 

Figura 8. Descripción esquemática de posibles entradas y predicciones de salida de datos de 

minería genómica (modificado y traducido de Ziemert et al., 2016). 

 

La manipulación genética de cepas nativas puede ser un gran desafío debido a que la(s) 

molécula(s) de interés podrían expresarse en niveles bajos, además de estar “enmascarados” 

por otros productos naturales presentes. Gracias a la minería de genoma se facilita la 

exploración de fuentes más variadas y exóticas de productos naturales (Zhong et al., 2020). 

Estas fuentes pueden incluir bibliotecas metagenómicas incluso de bacterias que no son 

cultivables en el laboratorio. La expresión heteróloga se puede utilizar para superar tales 

desafíos; el huésped elegido debe ser manejable genéticamente y tener herramientas que 

permitan la clonación del BGC (Foulston, 2019). 

 

 

JUSTIFICACIÓN  
 

La prescripción inadecuada de antibióticos y la automedicación han dado lugar a un alto nivel 

de resistencia de microorganismos patógenos a los antibióticos. De este modo, se ha 

convertido en un problema emergente a nivel mundial, representando el principal desafío 
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sanitario del siglo XXI. En este sentido, la búsqueda de nuevos metabolitos secundarios con 

propiedades antimicrobianas resulta una estrategia prometedora para hacer frente a la 

problemática de la resistencia antimicrobiana.  

 

En nuestro grupo de investigación, exploramos los microorganismos endófitos como fuente 

potencial de nuevos antibióticos. Una forma eficaz de la búsqueda de estas moléculas es la 

identificación de los genes involucrados en su producción a través de la minería genómica, 

aun cuando éstos permanezcan silenciados o producidos en muy bajas concentraciones. Por 

ello, la aplicación de minería genómica en Actinobacterias endófitas, resulta ser una 

herramienta prometedora en el descubrimiento de nuevos PAMs para el tratamiento de 

infecciones bacterianas causadas por bacterias resistentes a los antibióticos comunes.  

 

HIPÓTESIS  
 

La aplicación de la minería de genomas a tres actinomicetos endófitos, permitirá la 

identificación de al menos un clúster biosintético que codifique para un péptido 

antimicrobiano de interés farmacéutico potencial.  

 

 

OBJETIVO 
 

Identificar y caracterizar un clúster biosintético asociado a la producción de un lantipéptido 

antimicrobiano de una actinobacteria endófita. 

 

Objetivos particulares  
 

a) Explorar los genomas de Actinoplanes sp. TFC3, Streptomyces sp. L06 y Embleya 

sp. NF3 para seleccionar un clúster biosintético que potencialmente codifique un 

péptido con actividad antimicrobiana. 

b) Clonar y expresar de forma heteróloga el clúster biosintético seleccionado. 

c) Comprobar la actividad antimicrobiana del compuesto sintetizado. 
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DISEÑO EXPERIMENTAL 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 

Minería de genomas 
 

Para la identificación de clústeres de genes biosintéticos de metabolitos secundarios en los 

genomas de Actinoplanes sp. TFC3, Streptomyces sp. L06 y Embleya sp. NF3, éstos fueron 

analizados por medio del programa antiSMASH 6.0 

(https://antismash.secondarymetabolites.org/#!/start) (Blin et al., 2021), BAGEL4 

(http://bagel4.molgenrug.nl/) (van Heel et al., 2018) y RiPPMiner-Genome 

(http://202.54.226.242/~priyesh/rippminer2/new_predictions/index.php) (Agrawal et al., 

2021). Las secuencias genómicas fueron introducidas en formato fasta en las tres plataformas 

de minería genómica antes mencionadas, utilizando los parámetros predeterminados. 

 

Análisis bioinformáticos 
 

Los genes de los clústeres biosintéticos seleccionados fueron analizados mediante técnicas 

bioinformáticas para conocer la identidad de cada uno de ellos, así como su función. Los 

métodos bioinformáticos que se utilizaron se describen a continuación. 

 

InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) (Blum et al., 2021) y Pfam 

(https://pfam.xfam.org/) (Mistry et al., 2021), se utilizaron para conocer los dominios, sitios 

funcionales y familias a las cuales pertenece la secuencia. Adicionalmente, se realizaron 

alineamientos locales con BlastP (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins) 

(Altschul et al., 1990) para encontrar patrones conservados (dominios o motivos) con otras 

secuencias reportadas en el NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Paralelamente, se 

realizaron alineamientos múltiples globales con la plataforma MUSCLE 

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) (Madeira et al., 2019) con el objetivo de 

identificar residuos de aminoácidos catalíticamente importantes de los elementos de la 

maquinaria de las enzimas del core biosintético (LanB y LanC) y del propéptido (LanA).  

También se calculó el punto isoeléctrico teórico y el peso molecular de las enzimas del core 

biosintético del clúster biosintético seleccionado, mediante la herramienta Compute pI/Mw 
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tool de la plataforma Expasy (https://web.expasy.org/compute_pi/) (Gasteiger et al., 2005). 

El punto isoeléctrico de una proteína permite conocer su comportamiento en solución 

(solubilidad), así, estos datos pueden ser utilizados en experimentos futuros. Conocer el peso 

molecular de las enzimas permitió deducir su expresión a través de la migración de estas 

moléculas en geles de proteínas.  

La predicción de la estructura 3D de las enzimas del core biosintético del clúster seleccionado 

fueron modelados por medio del programa Phyre2 (Protein Homology/analog Y Recognition 

Engine V 2.0, http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index) (Kelley et al., 

2015). La predicción del sitio de corte y la estructura química del propéptido y del principio 

activo, es decir, LanA modificado y digerido con Furin (LanAm/F) se realizó mediante 

RiPPMiner-Prediction 

(http://www.nii.ac.in/~priyesh/lantipepDB/new_predictions/index.php).  

 

Selección del clúster biosintético de interés 
 

Para la selección del clúster biosintético de interés se consideraron los siguientes criterios: 

ser de tipo I o II, ya que se ha reportado que estos lantipéptidos tienen actividad 

antimicrobiana (Ongey y Neubauer, 2016; Repka et al., 2017) (cuadro 1), tener las enzimas 

del core biosintético completos (como LanB y LanC para los de clase I o LanM para los de 

clase II), con los motivos y aminoácidos conservados, en el caso de LanC o el dominio ciclasa 

de LanM tener la triada catalítica de unión a ligandos de zinc. Para el propéptido (LanA), se 

debe identificar el péptido líder y el péptido core, en el caso de los lantipéptidos de clase I, 

contienen un motivo conservado en el péptido líder que también se debe identificar y de 

preferencia, se elegirá el lantipéptido que, de acuerdo a la predicción de su estructura, 

contenga el mayor número de modificaciones postraduccionales, ya que se ha reportado que 

entre más modificaciones postraduccionales contiene en su estructura será más estable frente 

a la degradación por proteasas y por calor (van Heel et al., 2018). 

 

http://www.nii.ac.in/~priyesh/lantipepDB/new_predictions/index.php
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Clonación 

 

Síntesis de genes 
 

Los codones de los genes seleccionados (lanA, lanB y lanC) fueron optimizados para 

expresarse en Escherichia coli, usando la tabla de GenScript Codon Usage Frequency Table 

(chart) Tool (https://www.genscript.com/tools/codon-frequency-table). Los genes 

optimizados fueron sintetizados por la empresa IDT contenidos en los vectores pUC y pJET. 

El propéptido LanA fue clonado en el vector pUC y la construcción fue denominada 

pUCIDT-HisTag-LanA(Furin). Esta secuencia tiene un sitio de reconocimiento para la 

endoproteinasa comercial Furin entre el péptido líder y el péptido core. Además, el 

propéptido LanA fue sintetizado con una etiqueta His-Tag en la región N-terminal. También 

se insertaron los sitios de reconocimiento para las enzimas NdeI en el N-terminal y EcoRI en 

el C-terminal, para facilitar la subclonación en el vector de expresión. Entre la secuencia His-

Tag y el comienzo del péptido líder hay una secuencia de reconocimiento para trombina 

(figura 9).  

 

Figura 9. Construcción pUCIDT-HisTag-LanA(Furin) que contiene al gen lanA con codones 

optimizados para E. coli, sintetizado por la empresa Integrated DNA Technologies. 

 

https://www.genscript.com/tools/codon-frequency-table
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Los codones de los genes lanB (figura 10a) y lanC (figura 10b) también fueron optimizados 

con los codones preferenciales para E. coli y sintetizados en el vector pJET 1.2, ambos genes 

contienen sitios de reconocimiento para BsaI en ambos extremos (N-terminal y C-terminal) 

para llevar la clonación por la técnica de Golden Gate, las construcciones fueron 

denominadas pJET_LanB_CodOpt y pJET_LanC_CodOpt (figura 10). 

 

Figura 10. Construcciones pJET_LanB_CodOpt y pJET_LanC_CodOpt que contiene los 

genes lanB (a) y lanC (b) con codones optimizados para E. coli, sintetizado por la empresa 

Integrated DNA Technologies. 

 

Diseño de Primers  
 

Se diseñaron primers de forma manual para amplificar por medio de la técnica PCR los genes 

optimizados lanA, lanB y lanC contenidos en los vectores sintetizados. Esto se realizó con la 

finalidad de obtener varias copias para subclonarse en vectores de expresión. También se 

diseñaron primers para secuenciar el fragmento lanB debido a que presentaba un tamaño 

mayor a 1.5 kb, lo cual no fue posible secuenciar con solo un par de primers. Los parámetros 

de contenido de GC y temperatura de fusión (Tm, por sus siglas en inglés) fueron calculados 

con el programa OligoAnalyzer (https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer). En el 

siguiente cuadro se muestran los primers que se usaron en este trabajo (cuadro 2).  

 

Cuadro 2. Secuencia de los primers utilizados en este trabajo 
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 Primers Secuencia 3’ →5’ 

Amplificación 

por PCR del 

gen lanA y 

secuenciación 

T7 Promotor F TAATACGACTCACTATAGGG 

T7 Terminador R GCTAGTTATTGCTCAGCGG 

Amplificación 

por PCR de 

los genes lanB 

y lanC 

FLanB ttggtctcgAATGCGCCATTCCGAGCACGAGCACGGGCGCGGCGATG

GCCCGCATGAAGGCTATGACGACGCCCGCGGAGATGAAGATAC

ATACCGTCCTGCCGGCCCCATCTTTGTTCGTATGGCTAGC 
 

RLanB ttggtctcgaagcTCATCCATCATCGCGACGGTCACCTTCAACATCAGT

AGGCCACTGGCGTGGAGGGTGTGCCAAGCGGCCAAGATGATCA

CTAGCGATGCCGCGTAAGATGGCATATCCACGACCCTCACTAG 
 

FLanC ttggtctcgAATGACTGACGAGCGCCGTACC 

RLanC ttggtctcgAAGCTCAAGCTACCATCAGGACACG 

Secuenciación 

F1-LanB6XS AGT CGC GTG GAC GTG GTA TTA 

R1-LanB6XS GTA ACG GTC GGT TTC CGG TTC ATA GAC 

F2-LanB6XS AGT GGA CTT ACG CAT GGA CGC 

R2-LanB6XS CAT CTC ATG GCG AAG TAA CGT GCG 

 

Amplificación de los genes lanA, lanB y lanC por PCR 
 

Como se mencionó anteriormente, los fragmentos optimizados lanA, lanB y lanC fueron 

amplificados por PCR. Todas las amplificaciones se llevaron a cabo mediante la siguiente 

reacción: se utilizaron aproximadamente 150 ng de ADNp (se usaron los plásmidos 

sintetizados por la empresa IDT, figuras 9 y 10), 5 μl del buffer 10X, 1.5 μl de MgCl2 50 

mM, 1 μl de dNTPs 2.5 mM c/u, 2 μl del oligonucleótido Forward 10 pM/µl, 2 μl del 

oligonucleótido Reverse 10 pM/ µl y 0.2 µl de la enzima Platinum™ Taq DNA Polymerase® 

de Invitrogen de 500 U, la reacción se completó con agua libre de nucleasas a un volumen 

final de 50 µl. 

Cuadro 3. Condiciones de reacción para la amplificación del gen lanA por medio de PCR 

Pasos Ciclos Temperatura (°C) Tiempo 

Desnaturalización inicial* 1 95  2 min 

Desnaturalización 25 95  30 seg 

Alineamiento 25 48  30 seg 
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Extensión 25 72  5 min 

Extensión final 1 72  7 min 

Finalización - 4  ∞ 

*Cuando se realizó PCR de colonia, el tiempo de desnaturalización inicial fue de 5 min 

 

Cuadro 4. Condiciones de reacción para la amplificación del gen lanB por medio de PCR 

Pasos Ciclos Temperatura (°C) Tiempo 

Desnaturalización inicial 1 95  2 min 

Desnaturalización 25 95  45 seg 

Alineamiento 25 56  45 seg 

Extensión 25 72  3.5 min 

Extensión final 1 72 5 min 

Finalización - 4  ∞ 

 

Cuadro 5. Condiciones de reacción para la amplificación del gen lanC por medio de PCR 

Pasos Ciclos Temperatura (°C) Tiempo 

Desnaturalización inicial 1 95  2 min 

Desnaturalización 25 95  45 seg 

Alineamiento 25 54  45 seg 

Extensión 25 72  2 min 

Extensión final 1 72  5 min 

Finalización - 4  ∞ 

 

Purificación de los productos de PCR amplificados 
 

Una vez que los fragmentos lanA, lanB y lanC fueron amplificados por PCR, éstos fueron 

purificados por medio de del kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System siguiendo las 

recomendaciones del fabricante. 

 

Vectores de expresión utilizados 
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Se utilizaron 3 vectores de expresión. Para expresar al propéptido LanA_6X se utilizó el 

vector pET-22b(+) (figura 11), este vector (Cat. No. 69744-3) lleva una secuencia de señal 

pelB N-terminal para una localización periplásmica potencial, además de una secuencia 

opcional His-Tag® C-terminal. Tiene el promotor T7, que se origina en el bacteriófago T7, 

la fuerza de este promotor está determinada principalmente por la afinidad de la secuencia 

promotora por la ARN polimerasa T7, lo que da como resultado una alta frecuencia de 

iniciación de la transcripción y una elongación eficaz. Estas características dan como 

resultado una elongación del ARN que es aproximadamente cinco veces más rápida que la 

de la ARN polimerasa de E. coli; por lo tanto, el promotor T7 es un promotor mucho más 

fuerte que los promotores de E. coli (Tegel et al., 2011). Tiene un peso de 5493 pb, se deriva 

del plásmido pBR322 y tiene el origen de replicación f1, contiene resistencia a ampicilina, 

es de bajo número de copias (~40 copias por célula) y es inducible por IPTG (Novagen, 

https://www.helmholtz-muenchen.de/fileadmin/PEPF/pET_vectors/pET-22b_map.pdf). 

 

Figura 11. Mapa del vector pET-22b(+) (Novagen, https://www.helmholtz-

muenchen.de/fileadmin/PEPF/pET_vectors/pET-22b_map.pdf). 
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Para expresar las enzimas del core biosintético, LanC y LanB, se utilizaron 2 vectores de 

expresión. El vector pFGC y el vector pFGC_6XHis, ambos vectores fueron proporcionados 

amablemente por el Dr. Fernando Guzmán Chávez (Instituto de Investigaciones Biomédicas, 

UNAM). Estos vectores están diseñados con la finalidad de ser utilizados en la clonación 

Golden Gate, un método muy confiable que permite la clonación de uno o varios fragmentos 

de ADN al mismo tiempo (hasta 9 fragmentos) en un solo microtubo de reacción (Engler y 

Marillonnet, 2013). 

El vector pFGC (figura 12), tiene un peso de 3748 pb, contiene un promotor fuerte T7, su 

origen de replicación es PMB1, es de bajo número de copias (~20 copias por célula), como 

marcador de selección contiene resistencia a kanamicina, es inducido por IPTG, su sito 

múltiple de clonación contiene enzimas de tipo II y tipo IIS, éstas últimas son usadas para 

realizar la clonación por Golden Gate, a diferencia de las tipo II, los dominios de escisión de 

tipo IIS no tienen una especificidad de secuencia inherente, por lo que la secuencia del 

saliente que generan varía de un sitio de reconocimiento a otro, reconocen secuencias no 

palindrómicas, 4-7 pb y hasta 20 pb de distancia (New England, BioLabs Inc., 

https://international.neb.com/tools-and-resources/feature-articles/everything-you-ever-

wanted-to-know-about-type-ii-restriction-enzymes). 

 

https://international.neb.com/tools-and-resources/feature-articles/everything-you-ever-wanted-to-know-about-type-ii-restriction-enzymes
https://international.neb.com/tools-and-resources/feature-articles/everything-you-ever-wanted-to-know-about-type-ii-restriction-enzymes
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Figura 12. Mapa del vector pFGC (Guzmán-Chávez et al., 2022). 

 

El vector pFGC_6XHis (figura 13), tiene un peso de 3807 pb, la única diferencia con el vector 

pFGC es que éste lleva una cola de histidinas en el N-terminal.  
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Figura 13. Mapa del vector pFGC_6XHis (Guzmán-Chávez et al., 2022). 

 

Medios utilizados 
 

Medio LB para 1000 ml: 

• 10 g de Bacto®-Triptona 

• 5 g de Bacto ®-Extracto de levadura 

• 5g de NaCl 

• Cuando se realizaron placas se agregó agar bacteriológico al 15 % 

• Se ajustó el pH a 7.0 con NaOH 

 

Medio SOC para 100 ml: 

• 2.0 g de Bacto®-Triptona 

• 0.5 g de Bacto®-Extracto de levadura 



58 

 

• 1 ml de NaCl 1M  

• 0.25 ml de KCl 1M  

• 1 ml de una solución stock de MgCl2 2M, estéril  

• 1 ml de una solución de glucosa 2M glucosa, esterilizado 

• pH 7.0 

 

Medio 2xYT para 1000 ml 

• 16 g de Bacto®-Triptona  

• 10 g de Bacto®-Extracto de levadura  

• 5 g de NaCl  

• pH 6.5-7.5 

 

Medio TBS para 1000 ml: 

• 17.0 g de Bacto®-Triptona  

• 3.0 g de Bacto®-Extracto de soya  

• 2.5 g de Glucosa  

• 5.0 g de NaCl  

• 2.5 g de K2HPO4  

• Cuando se realizaron placas se agregó agar bacteriológico al 15 % 

• pH 7.3 ± 2 

 

Clonación de lanA en pET-22b(+) 
 

El fragmento lanA amplificado por PCR a partir de la construcción sintética pUCIDT-

HisTag-LanA(Furin) y posteriormente purificado, fue digerido con las enzimas NdeI y 

EcoRI. El vector de expresión pET-22b(+) también fue digerido con las mismas enzimas. 

Posteriormente, el inserto fue purificado como producto de PCR y el vector fue purificado a 

partir de un gel de agarosa. El inserto y el vector fueron agregados a una reacción de ligación, 

en relación 3:1 (inserto: vector), utilizando la enzima T4 DNA ligasa (Promega), llevando a 

cabo las condiciones establecidas por el fabricante. El resultado de la construcción fue 

denominado pET-22b(+)-LanA_6X y el producto de expresión de la construcción fue 

denominado LanA_6X (propéptido). 
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Clonación de lanB y lanC en pFGC y pFGC_6XHis por Golden Gate 
 

Los fragmentos lanB y lanC amplificados por PCR y purificados, fueron clonados por medio 

de la técnica Golden Gate, la cual consistió en una reacción que contenía el inserto purificado, 

el vector de expresión receptor, 0.5 μl la enzima BsaI de NEB® (el sitio de restricción BsaI 

está presente tanto en los insertos como en el plásmido receptor), 1 μl la enzima T4 

(Promega), 1. 5 μl del buffer 10X de la enzima de T4 y se completó con agua mQ estéril 

hasta un volumen de 15 μl. Para obtener el volumen del vector y del inserto para añadirse a 

la mezcla de reacción, estos fueron calculados mediante la siguiente fórmula: 

 

A continuación, se muestran las condiciones de reacción para llevar a cabo la clonación de 

los insertos en los vectores de expresión. 

Cuadro 6. Condiciones de reacción para llevar a cabo la clonación de los insertos lanB y 

lanC en los vectores de expresión por medio de Golden Gate 

Pasos Ciclos Temperatura (° C) Tiempo (min) 

Restricción inicial 1 37 4 

Restricción 33 37 2 

Ligación 33 16 3 

Restricción final 1 37 4 

Inactivación  1 80 10 

Finalización - 12 ∞ 

 

 

Vol (µl) = (X fmol * Tamaño (bp)) / [Concen] (ng/µl) / 1520 

 

X: para el vector 10, para el inserto 20 fmol 
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Las construcciones resultantes del vector pFGC fueron denominadas pFGC-LanB y pFGC-

LanC y el resultado del producto de expresión de las construcciones fueron denominados 

LanB y LanC, respectivamente. 

Las construcciones resultantes del vector pFGC_6XHis fueron denominadas pFGC_6XHis-

LanB y pFGC_6XHis-LanC y el resultado del producto de expresión de las construcciones 

fueron denominados LanB_6X y LanC_6X, respectivamente. 

 

Preparación de células competentes 
 

Se prepararon células competentes bajo el método descrito por Tang et al., 1994 con algunas 

modificaciones, para lo cual se emplearon células E. coli JM109 con el genotipo: recA1, 

endA1, gyrA96, thi, hsdR17 (rK–,mK+), relA1, supE44, ∆(lac-proAB), [F´, traD36, proAB, 

lacIq Z∆M15]. 

Una colonia fue inoculada en 5 ml de caldo LB. Se dejó crecer a 37 °C, a 200 rpm toda la 

noche (16-20 h), del preinóculo se tomaron 2 ml y se inocularon en 10 ml de medio LB, se 

incubó a 37 °C a 200 rpm hasta alcanzar una DO600nm entre 0.3-0.7. Una vez alcanzada la DO 

los tubos se pusieron en hielo y el cultivo fue centrifugado a 3,000 g por 5 min a 4 °C y 

desechar el sobrenadante de manera estéril, los tubos fueron colocados en hielo. Luego se 

realizó el lavado del sedimento con 5 ml de una solución 80 mM de CaCl2 y 50 mM de 

MgCl2, la mezcla de lavado se incubó en hielo por 30 min y se centrifugó a 3,000 g por 5 

minutos a 4 °C y se descartó el sobrenadante. Finalmente, por cada ml de cultivo se agregaron 

160 µl de la solución de 80 mM de CaCl2 y 50 mM de MgCl2 y 40 µl de glicerol. Las células 

competentes fueron conservadas a -70 °C. 

 

Transformación 
 

Una vez los insertos fueron ligados en los vectores correspondientes, estas construcciones 

fueron transformados en E. coli JM109 mediante el protocolo de Froger y Hall, 2007 (con 

pequeñas modificaciones), el cual consistió en centrifugar los microtubos de la reacción de 
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ligación, tomar todo el contenido de cada microtubo y pasarlo a un microtubo nuevo de 1.5 

ml y colocarlo en hielo. Posteriormente, agregar cuidadosamente 50 μl de células 

competentes E. coli JM109 a cada microtubo y dejarlo en hielo por 20 min, pasado el tiempo 

de incubación en hielo, colocar los microtubos a 42 °C durante 45 segundos (choque térmico) 

y luego volver a colocar los microtubos en hielo de 2 a 5 min. A cada microtubo se le 

añadieron 950 μl de medio SOC y las células transformadas se incubaron a 37 °C durante 1 

h con agitación. 

El cultivo fue sembrado en placas LB con los antibióticos requeridos y posteriormente, se 

recuperaron las colonias individuales para su posterior análisis. Las placas fueron incubadas 

a 37 °C por 18 h.  

 

Extracción de ADNp 
 

El ADNp se extrajo por medio del protocolo de lisis alcalina de Bimboim y Doly 1979, 

realizando algunas modificaciones. El cultivo celular (16-18 h) se centrifugó a 12,000 g por 

3 min, posteriormente, se descartó el sobrenadante. Las células se resuspendieron en 1 ml de 

solución I (sacarosa 8 %, Tris-HCl 0.05 M y EDTA 0.05 M a pH 8.0) en frío y se mezcló en 

el vórtex. La mezcla se centrifugó a 16,000 g por 1 min y se eliminó el sobrenadante. El 

pellet se resuspendió en 150 µl de la solución I y se agregó ARNasa a una concentración final 

de 2 mg/ml por ml de cultivo, agitando vigorosamente en el vórtex e incubando 30 min o 

más a 37 °C. Posteriormente, se agregaron 300 µl de la solución II, recién preparada (SDS 1 

%, NaOH 0.2 N) y se mezcló por inversión de 5 a 6 veces, se dejó incubando en hielo por 10 

min. Luego se agregaron 200 µl de la solución fría III (acetato de sodio anhidro 3 M a pH 

4.8) y nuevamente se mezcló por inversión de 5 a 6 veces, se dejó incubando en hielo por 10 

min. La mezcla se centrifugó a 16,000 g a temperatura ambiente. Se recuperó el sobrenadante 

por decantación en un microtubo nuevo y se desechó la pastilla (pellet). El sobrenadante 

recuperado se lavó con un volumen igual de fenol-cloroformo (1:1) y se centrifugó a 16,000 

g por 10 min. El sobrenadante fue recuperado con mucho cuidado, sin tocar la interfaz entre 

la mezcla de fenol-cloroformo en un microtubo nuevo y se lavó con 600-800 µl de 

isopropanol, agitando por inversión 6 veces. Inmediatamente se centrifugó 10 min por 16,000 
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g. El sobrenadante se eliminó por decantación y la pastilla se lavó con 1 ml de etanol al 70 

%, mezclando por inversión 6 veces. Se centrifugó a 16,000 g por 10 min y se eliminó el 

sobrenadante, se dejó secar la pastilla en un concentrador al vacío por 5 min. El ADNp se 

resuspendió en 50 µl de agua mQ estéril. 

 

Extracción de ARN total 
 

Estudios bioquímicos y estructurales recientes, revelaron que NisB de Lactococcus lactis 

(involucrado en la biosíntesis de la nisina), glutamila las cadenas laterales Ser/Thr como parte 

del proceso de deshidratación (Ortega et al., 2015). En otro estudio se informó que MibB de 

Microbispora sp. 107891 (involucrado en la biosíntesis de NAI-107), también glutamila las 

cadenas laterales de Ser/Thr (Ortega et al., 2016). El glutamato se transfiere desde glutamil-

ARNtGlu a cadenas laterales Ser/Thr seleccionadas dentro del péptido precursor (LanA) 

dando lugar a una serie de intermediarios glutamilados (Garg et al., 2013, Ortega et al., 

2015). Las bases del tallo del aceptor de ARNt son importantes para el reconocimiento por 

parte de las enzimas LanB, lo cual establece una condición para todas las enzimas LanB de 

tipo I (Ortega et al., 2016), por ello, es de importancia incluir ARNt en la reacción in vitro 

para la generación de LanAm.  

La adición de ARNt a las reacciones in vitro se agregó en forma de ARN total.  El ARN total 

se extrajo por medio del método de Maes y Messens (1992), con algunas modificaciones: Se 

pesaron 200-300 mg de micelio deshidratado, con la ayuda de un mortero y un pistilo fue 

finamente triturado. Se agregaron 5 ml de la solución de acetato de sodio (C2H3NaO2) 20 

mM + EDTA 1 mM a pH 5.5. La mezcla se transfirió a un tubo de centrífuga de 15 ml y se 

agregaron 500 µl de SDS 10 %. Posteriormente, se adicionaron 5 ml de fenol ácido 

(equilibrado con agua). Los tubos fueron agitados a 70 °C por 10 min, inmediatamente fueron 

enfriados en un baño de hielo seco con etanol hasta la aparición de cristales, luego los tubos 

fueron centrifugados a 15,000 g por 10 min a 4 °C. Después de centrifugar, se recuperó la 

fase acuosa y se realizó la extracción 2 veces más, adicionando 1 volumen de fenol ácido 

(equilibrado con agua) a la fase acuosa recuperada y la última extracción se realizó con 

cloroformo (omitiendo el paso de incubar a 70 °C). Al sobrenadante recuperado se le 
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agregaron 0.1 volumen de acetato de sodio 3 M, pH 7 y 2.5 volúmenes de etanol absoluto. 

Los tubos fueron incubados a -70 °C durante toda la noche y al día siguiente fueron 

centrifugados a 15,000 g por 15 min a 4 °C. La pastilla fue lavada 2 veces con etanol al 70 

% y finalmente fue resuspendido en 50 µl de agua mQ. 

 

Análisis de restricción para confirmar las clonas positivas 
 

Se utilizaron las siguientes enzimas: NdeI, EcoRI, EcoRV y KpnI, todas son de la casa 

comercial New England Biolabs (NEB), siguiendo las recomendaciones de reacción del 

fabricante. Las restricciones de diagnóstico (para corroborar clonas positivas) se llevaron a 

cabo a 37 °C por 1 h y para las restricciones de los fragmentos y vectores a clonar se 

incubaron hasta de 16 h. Las enzimas se inactivaron a 65 °C por 20 min. 

 

Electroforesis de ácidos nucleicos 
 

La visualización de la calidad, integridad, así como el tamaño de los fragmentos se llevaron 

a cabo en un gel de agarosa al 0.8 %, el gel se tiñó previamente con bromuro de etidio y los 

ácidos nucleicos se corrieron a 80 V de 1 a 1.5 h, según el tamaño de los fragmentos. Se 

utilizó el marcador Invitrogen™ de 1 kb Plus. 

 

Verificación de la orientación correcta  
 

Una vez que se llevaron a cabo los análisis de restricción de las construcciones para verificar 

si contenían el inserto, las construcciones fueron enviadas a secuenciar al Instituto de 

Fisiología Celular, UNAM para corroborar que los fragmentos estuvieran clonados dentro 

del vector de expresión, en la orientación correcta y que la secuencia esté sin mutaciones.  

 

Expresión de los genes de interés por cell-free 
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Preparación del extracto celular Escherichia coli BL21 Star 
 

Un sistema cell-free es una herramienta que aprovecha la maquinaria de transcripción y 

traducción de las células vivas y, en consecuencia, puede realizar los procesos fundamentales 

del dogma central (ADN➔ARN➔proteína) para permitir la síntesis de proteínas in vitro. 

Debido a que la síntesis de proteínas ocurre en los lisados celulares en lugar de dentro de las 

células cultivadas, se denomina cell-free. Se necesitan dos componentes básicos para lograr 

la expresión de proteínas in vitro: (1) el molde genético (ARNm o ADN) que codifica la 

proteína de interés y (2) los extractos celulares que contiene la maquinaria molecular 

transcripcional y traduccional necesaria (Garenne et al., 2021). 

La preparación de los extractos celulares se llevó a cabo siguiendo el protocolo de Guzmán-

Chávez et al., 2022, para ello, se inocularon 5 μl de stock de glicerol E. coli BL21 Star 

(Invitrogen, C601003) en 5 ml de medio 2xYT. El precultivo se hizo crecer durante 8 h a 37 

°C con agitación de 200 rpm. Posteriormente, se inocularon 50 ml de medio 2xYT con 30 μl 

de precultivo en un matraz de 250 ml y se cultivaron a 37 °C con agitación vigorosa (200 

rpm). Al día siguiente, se utilizó el precultivo de fase estacionaria para inocular 400 ml de 

medio 2xYT suplementado con 18 g/l de D-glucosa en un matraz Tunair con deflectores de 

2.5 L (Sigma-Aldrich, Z710822), dando una densidad óptica inicial (DO600nm) de 0.05. Los 

cultivos se crecieron a 37 °C con agitación (200 rpm) hasta que la DO600nm alcanzó 0.5 

(aproximadamente 2.5 h), y luego las células se indujeron con 400 μl de IPTG 1 M. Las 

células se recogieron en fase exponencial a una densidad óptica (DO600nm) de 2.0 mediante 

centrifugación a 5000 g a 4 °C durante 12 min. Los sedimentos se lavaron tres veces con 

tampón S30A (base Tris 50 mM, glutamato de magnesio 14 mM, glutamato de potasio 60 

mM, DTT 2 mM, pH 7.7 ajustado con ácido acético 1:1). Posteriormente, el sedimento se 

pesó y resuspendió en 0.9 ml de tampón S30B (base Tris 5 mM, glutamato de magnesio 14 

mM, glutamato de potasio 60 mM, ditiotreitol 1 mM, pH 8.2 ajustado con ácido acético 1:1) 

por gramo de sedimento. La suspensión celular se distribuyó en alícuotas de 1 ml en 

microtubos de 1.5 ml y luego se lisó mediante un sonicador QSonica Q125 con una sonda de 

3.175 mm de diámetro, a una frecuencia de 20 kHz y una amplitud del 50 % por 10 pulsos 

de encendido/apagado por un total de 60 s. El lisado se centrifugó durante 10 min a 4 °C y 

10,000 g. Para clarificar los extractos celulares, los sobrenadantes se centrifugaron por 
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segunda vez durante 15 min a 4 °C a 12,000 g. Finalmente, los extractos crudos se agruparon, 

se complementaron con 1 mM de DTT y se dividieron en alícuotas, las alícuotas se 

congelaron instantáneamente en nitrógeno líquido y se guardaron a -70 °C. 

 

Expresión de los genes por separado  
 

Las reacciones expresión por cell-free BL21 Star del propéptido LanA_6X y de las enzimas 

LanB, LanC, LanB_6X y LanC_6X se llevaron a cabo en tubos de microcentrífuga de 1.5 

ml, cada una de las construcciones se expresó de forma individual. A continuación, en los 

cuadros 7 y 8 se muestra los componentes y el volumen que se utilizó en cada una de las 

reacciones, las cuales tuvieron como volumen final 12 μl, esta cantidad ya está estandarizada 

para cada microtubo (Guzmán-Chávez et al., 2022). Para la expresión del propéptido 

LanA_6X y de las enzimas LanB y LanB_6X los componentes se muestran en el cuadro 7, 

mientras que la expresión de la enzima LanC y LanC_6X se muestran en el cuadro 8. La 

enzima LanC requiere de ligandos de Zinc para llevar a cabo el proceso de ciclación (Zhang 

et al., 2012) por ello, fue agregado en la reacción de expresión cell-free. 

Todos los plásmidos fueron llevados a una concentración final de 20 nM, como control 

positivo se utilizó la proteína mScarlet, esta proteína, durante su expresión emite un color 

rosa visible en el microtubo de reacción, como control negativo se usaron los plásmidos 

vacíos correspondientes. Los microtubos de reacción muy bien homogenizados, fueron 

colocados a 29 °C por 14 h. 

Es importante mencionar que cuando el propéptido LanA_6X y las enzimas LanB_6X y 

LanC_6X fueron purificados por columnas de Ni-NTA Spin Kit Handbook Quiagen®, se 

colocaron 20 microtubos de reacción. 

Cuadro 7. Componentes para llevar la expresión del propéptido LanA_6X y la enzima 

LanB_6X por separado por cell-free 

1 microtubo de reacción 

Componentes Volumen (μl) 

Extracto celular 4 
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Mix 4X Wizard 3 

ADNp (20 nM) 3 

40% PEG-8000 0.6 

Agua mQ 1.4 

Volumen final 12 

 

Cuadro 8. Componentes para llevar la expresión de la enzima LanC_6X por cell-free 

 

 

 

 

 

 
 

 

SDS-PAGE 
 

La electroforesis en gel SDS-PAGE se utiliza para separar proteínas con una masa molecular 

relativa no inferior a 10 kD. Las proteínas menores a 10 kD son difíciles de resolver debido 

a la baja capacidad de unión a SDS, que puede resolverse mediante geles de gradiente o 

usando diferentes condiciones de electroforesis, como Tricina SDS-PAGE (Laemmli, 1970; 

He, 2011). Para las enzimas LanB y LanB_6X se utilizaron geles al 10 % de 

acrilamida/bisacrilamida, mientras que para las enzimas LanC y LanC_6X se corrieron geles 

al 11 % de acrilamida/bisacrilamida, cuando LanB, LanB_6X, LanC y LanC_6X fueron 

separadas electroforéticamente en el mismo gel, éste se realizó a una concentración de 10.5 

% de acrilamida/bisacrilamida. Para el propéptido LanA_6X, se usaron geles al 16 % (cuadro 

9). 

Se utilizó como marcador de peso molecular PageRuler Plus Prest Protein Ladder, de la casa 

comercial Thermo ScientificTM, se colocaron 4 μl del marcador y 18 μg de proteínas del 

extracto crudo cell-free y de la fracción no unida a la columna Ni-NTA Spin Kit Handbook 

1 microtubo de reacción 

Componentes Volumen (μl) 

Extracto celular 4 

Mix 4X Wizard 3 

ADNp (20 nM) 3 

40% PEG-8000 0.6 

ZnCl₂ (100 µM) 1.2 

Agua mQ 0.2 

Volumen final 12 
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Quiagen®. De los lavados y de las eluciones de las enzimas purificadas LanB_6X y 

LanC_6X se colocaron 10 μl de cada uno. 

Inicialmente, los geles fueron corridos electroforéticamente a 70 V, una vez que las muestras 

cruzaban la parte del gel apilador, se aumentó el voltaje a 90 V por aproximadamente 1.5 h. 

Los geles fueron teñidos con solución de azul de Coomassie (1 g de azul de Coomassie R-

250; 100 ml de ácido acético, 400 ml de metanol, 500 ml de agua destilada) por 2 h y 

posteriormente, fueron desteñidos toda la noche con solución decolorante (100 ml de ácido 

acético, 400 ml de metanol, 500 ml de agua destilada). 

Cuadro 9. Composición para un gel SDS-PAGE de 0.75 mm a diferentes concentraciones 

de acrilamida/bisacrilamida 

Componentes 

Gel 

apilador     

4 % 

Gel 

separador 

10 % 

Gel 

separador 

10.5 % 

Gel 

separador 

11 % 

Gel 

separador 

16 % 

Acrilamida/bisacrilamida 

(29:1) 40 % 

150 μl 1.25 ml 1.31 ml 1.375 ml 2 ml 

Tris 1 M pH (6.8) 187 μl - - - - 

Tris 1.5 M pH (8.8) - 1.25 ml 1.25 ml 1.25 ml 1.25 ml 

SDS 20 % 3.75 μl 25 μl 25 μl 25 μl 25 μl 

Agua mQ 1.138 ml 2.42 ml 2.36 ml 2.295 ml 1.67 ml 

Persulfato de amonio 10 

% 

15 μl 50 μl 50 μl 50 μl 50 μl 

TEMED 1.5 μl 5 μl 5 μl 5 μl 5 μl 

Volumen final 1.5 ml 5 ml 5 ml 5 ml 5 ml 

 

Cuantificación de proteínas por Bradford  
 

La cuantificación de las proteínas se llevó a cabo mediante el método de Bradford (Kruger, 

2009), utilizando el reactivo Bradford de Bio-Rad Protein Assay. Las lecturas se realizaron 

en microplacas de 96 pozos, colocando 10 μl de muestra y 200 μl del reactivo Bradford, las 

muestras se incubaron por 15 min en oscuridad y se leyeron a 595 nm en un 
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espectrofotómetro para placas Multiskan FC de Thermo ScientificTM. Se cuantificaron las 

proteínas del extracto crudo cell-free y las purificaciones de las enzimas LanB_6X y 

LanC_6X para cargar la misma cantidad en los geles de proteínas. 

La curva patrón se realizó con diferentes concentraciones de BSA, partiendo de una solución 

stock de 500 μg/ml, los datos de las lecturas fueron graficados y se obtuvo la ecuación de la 

recta para calcular la concentración de las muestras a analizar. Todas las muestras se 

realizaron por triplicado y se reportó el promedio. 

 

Purificación por His-Tag 
 

El propéptido LanA_6X y las enzimas que contienen la etiqueta His-Tag (LanB_6X y 

LanC_6X), fueron purificados para concentrarlos y observar su expresión por medio de su 

peso molecular los en los geles corridos electroforéticamente. La purificación se realizó por 

medio del Kit Ni-NTA Spin Kit Handbook Quiagen®, siguiendo el protocolo Protein 

Purification under Native Conditions from E. coli Cell Lysates 

(https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail?id=3fc8c76d-6d21-4887-9bf8-

f35f78fcc2f2&lang=en).  

 

Expresión del principio activo (LanAm/F) 
 

Las construcciones pET-22b(+)-LanA_6X, pFGC_6XHis-LanB y pFGC_6XHis-LanC 

fueron colocadas en una misma mezcla de reacción (mismo microtubo de reacción), junto 

con el ARN total de Embleya sp. NF3 y el ZnCl2, así como todos los demás componentes en 

un microtubo de 1.5 ml para llevar a cabo las modificaciones postraduccionales del precursor 

del principio activo (cuadro 10). 

 

Cuadro 10. Componentes para expresar a las proteínas LanA_6X, LanB_6X y LanC_6X en 

el mismo microtubo de reacción y simultáneamente llevar a cabo las modificaciones del 

propéptido (LanAm) 
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Se colocaron 50 tubos de reacción con un volumen final de 12 μl cada uno, estos tubos fueron 

incubados por 14 horas a 29 °C, una vez terminado el tiempo de incubación, éstos fueron 

inactivados por 5 min a 85 °C. Posteriormente, los tubos fueron centrifugados por 1 min a 

16,000 g para eliminar las proteínas precipitadas (Liu et al., 2020). Por cada 25 μl de 

sobrenadante de la reacción cell-free LanAm se agregó 0.5 U de la endoproteinasa Furin de 

la casa comercial NEB® (0.25 μl, catálogo # P8077S) y se incubó por 6 h a 25 °C (figura 

14). Pasado el tiempo de incubación, todos los tubos fueron colocados en uno solo y la mezcla 

se concentró a un volumen final de ~30 μl, en un concentrador SpeedVac Thermo 

Corporation ISS110, a velocidad media por 30 min. 

 

 

1 microtubo de reacción 

Componentes Volumen (μl) 

Extracto celular 4 

Mix 4X Wizard 3 

pET-22b(+)-LanA_6X (20 nM) 1 

pFGC_6XHis-LanB (20 nM) 1 

pFGC_6XHis-LanC (20 nM) 1 

40% PEG-8000 0.6 

ZnCl₂ (300 µM) 0.4 

ARN total Embleya sp. (1500-2000 ng) 1 

Volumen final 12 
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Figura 14. Biosíntesis del principio activo (LanAm/F) in vitro. 

 

 

Ensayo antimicrobiano 
 

Para determinar el potencial antimicrobiano del péptido modificado postraduccionalmente 

(principio activo/LanAm), se realizó un ensayo de difusión en agar frente a Micrococcus 

luteus. En la placa inoculada se colocó el control positivo, se usó nisina de la casa comercial 

Additius® grado alimenticio 1 mg/ml (10 µl). Se colocaron las muestras concentradas de la 

mezcla cell-free de 50 tubos donde se espera que se exprese LanAm sin cortar, LanAm 

digerido con la enzima Furin (LanA/F, principio activo) y se colocaron dos controles 

negativos, ambos contienen los plásmidos vacíos, uno de contiene la endoproteinasa Furin y 

otro no. Los 50 tubos de reacción, equivalen a 600 μl de mezcla cell-free y se concentraron 

a aproximadamente ~30 μl. La placa de antibiosis se incubó a 4 °C por 1 h y luego a 37 °C 

durante 18 h.  
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

Minería de genomas  
 

Análisis de los genomas con el programa antiSMASH v 6.0 

 

AntiSMASH es una herramienta de minería de genomas que permite la identificación y 

análisis de BGCs de metabolitos secundarios. Su función se basa en la comparación de 

clústeres de genes biosintéticos codificados en el genoma con una biblioteca seleccionada 

manualmente de modelos HMM. Actualmente, AntiSMASH es la herramienta más usada 

para la detección y caracterización de BGCs y ha sido actualizada en muchas ocasiones 

(Medema et al., 2011; Blin et al., 2013; Weber et al., 2015; Blin et al., 2017; Blin et al., 

2019; Blin et al., 2021). En este caso, se eligió este programa para identificar clústeres de 

genes biosintético asociados a la producción de RiPPs, específicamente a la producción de 

lantipéptidos, los cuales se asignan determinando los dominios presentes en las enzimas 

biosintéticas (Medema et al., 2011).  

Los resultados del análisis de los genomas de las Actinobacterias endófitos con este 

programa, se muestran a continuación. El genoma de Actinoplanes sp. TFC3 tiene un tamaño 

de 6, 546, 651 pb y cuenta con 40 clústeres de genes biosintéticos de metabolitos secundarios 

(cuadro 11), la mayoría de ellos son de tipo PKS y NRPS (figura 15), además, estos resultados 

concuerdan con lo reportado con Centeno-Leija et al., 2016, se encontró un clúster 

biosintético involucrado en la biosíntesis de un híbrido policétido trans-AT, un metabolito 

inédito que nunca antes había sido reportado en Actinoplanes. 
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Figura 15. Clústeres de genes biosintéticos identificados en el genoma de Actinoplanes sp. 

TFC3 con el programa antiSMASH versión 6.0. 

 

El genoma de Streptomyces sp. L06 presenta un tamaño de 6, 887, 193 pb, siendo éste el 

genoma más pequeño que se analizó con respecto a los otros dos genomas y se identificaron 

23 clústeres de genes biosintéticos. Se encontraron seis clústeres biosintéticos asociados a la 

producción de RiPPs, entre los cuales se encuentran tres de tipo RiPP-like, un tiopéptido, un 

lasso péptido y un lantipéptido de clase III. También se encontraron cuatro clústeres 

biosintéticos relacionados a la producción de terpenos y cuatro más asociados a la producción 

de NRPS, tres de PKS y dos más de sideróforos, así como otros clústeres de genes 

biosintéticos (figura 16). 
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Figura 16. Clústeres de genes biosintéticos identificados en el genoma de Streptomyces sp. 

L06 con el programa antiSMASH versión 6.0 

 

El genoma de Embleya sp. NF3 presenta un tamaño de 10, 968, 352 pb, convirtiéndolo en el 

genoma más grande analizado en este trabajo, presentó 70 clústeres de genes biosintéticos 

potenciales para la producción de metabolitos secundarios con interés biotecnológico 

(farmacéuticos, biorremediación, etc.). Además, presentó el mayor número de clústeres de 

genes biosintéticos asociados a la producción de RiPPs, comparado con los otros dos 

genomas analizados, dentro de los cuales se encuentran: dos RiPPs-like, dos lasso péptidos, 

un LAP, un tiopéptido, dos lantipéptidos de clase I, un lantipéptido de clase II, un lantipéptido 

de clase III, tres lantipéptidos de clase IV y una linaridina. También se encontraron 23 

clústeres de genes biosintéticos asociados a la producción de NRPS, 15 PKS, diez terpenos, 

tres sideróforos, así como otros clústeres biosintéticos (figura 17).  
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Figura 17. Tipos de clústeres de genes biosintéticos identificados en el genoma de Embleya 

sp. NF3 con el programa antiSMASH versión 6.0 

 

A continuación, se presenta un resumen de los clústeres de genes biosintéticos asociados a la 

producción de RiPPs en los tres genomas de los actinomicetos endófitos analizados. 

 

Cuadro 11. Clústeres de genes biosintéticos asociados a la producción de RiPPs y 

lantipéptidos identificados con el programa antiSMASH versión 6.0 en tres genomas de 

Actinobacterias endófitas 

 Genomas 

No. de 

clústeres 

de 

RiPPs  

No. de 

clústeres de 

lantipéptidos 

de clase I  

No. de 

clústeres de 

lantipéptidos 

de clase II 

No. de 

clústeres de 

lantipéptidos 

de clase III 

No. de 

clústeres de 

lantipéptidos 

de clase VI  

Actinoplanes 

sp. 
1 0 0 0 0 

Streptomyces 

sp. L06 
6 0 0 1 0 
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Embleya sp. 

NF3 
14 2 1 1 3 

 

Como se observa en el cuadro 11, todos los genomas analizados presentaron diferentes 

números y tipos de clústeres de genes biosintéticos, si bien la cantidad de genes y de clústeres 

en el ADN de un organismo varía de una especie a otra, no siempre es proporcional al tamaño 

del genoma (Friar et al., 2012; Lee et al., 2020). También se ha reportado que la abundancia 

de productos naturales de actinomicetos varía mucho entre géneros, lo que revela patrones 

subyacentes que aún no se comprenden (Doroghazi y Metcalf, 2013). 

 

Análisis de los genomas con el programa BAGEL4 

 

Los genomas de estas tres Actinobacterias también fueron analizados con otro programa de 

minería de genomas, con la finalidad de hacer más robusta la búsqueda de clústeres de genes 

biosintéticos asociados a la producción de lantipéptidos. En este caso, se eligió BAGEL4, 

debido a que es específico para la búsqueda de RiPPs y bacteriocinas, un grupo muy diverso 

de PAMs (Chikindas, et al., 2018; van Heel et al., 2018). Además, BAGEL4 tiene en cuenta 

el contexto genómico, analiza la secuencia de la región circundante en el genoma en busca 

de genes que podrían codificar proteínas implicadas en la biosíntesis, el transporte, la 

regulación y / o la inmunidad, así, esta herramienta resulta ser muy útil para detección de 

clústeres de genes biosintéticos asociados a la producción de lantipéptidos (de Jong et al., 

2006; de Jong et al., 2010; van Heel et al., 2013). En el siguiente cuadro se muestra el 

resumen de los resultados del análisis de los tres genomas analizados. 

 

Cuadro 12. Clústeres de genes biosintéticos asociados a la producción de RiPPs y 

lantipéptidos identificados con el programa BAGEL4 en tres genomas de Actinobacterias 

endófitas 

Genomas 

No. de 

clústeres 

de 

RiPPs  

No. de 

clústeres de 

lantipéptidos 

de clase I  

No. de 

clústeres de 

lantipéptidos 

de clase II  

No. de 

clústeres de 

lantipéptidos 

de clase III  

No. de 

clústeres de 

lantipéptidos 

de clase VI  
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Actinoplanes sp. 0 0 0 0 0 

Streptomyces sp. 

L06 
3 0 0 1 0 

Embleya sp. NF3 8 2 1 0 2 

 

BAGEL 4.0 no detectó clúster biosintético alguno asociado a la producción de RiPPs en el 

genoma de Actinoplanes sp., mientras que el análisis con antiSMASH 6.0 identificó un 

clúster, pero no corresponde a la producción de lantipéptido, más bien corresponde a la 

producción de una molécula de tipo RiPP no identificada. En el genoma de Streptomyces sp. 

L06, BAGEL4 identificó tres clústeres asociados a la producción de RiPPs, de los cuales uno 

es un lantipéptido de clase III, este último resultado concuerda con el análisis reportado por 

antiSMASH 6.0. En cuanto a los resultados en el genoma de Embleya sp. NF3, la cantidad 

de clústeres de genes biosintéticos asociados RiPPs fueron mayores en antiSMASH 6.0 que 

en BAGEL4. Incluso el número y clase de lantipéptidos fue diferente a lo reportado por estos 

dos programas, en consecuencia, se decidió utilizar una tercera herramienta de minería de 

genomas para obtener datos más confiables y robustos. 

 

Análisis de los genomas con el programa RiPPMiner-Genome 

 

Los genomas fueron sometidos a un nuevo análisis con el programa RiPPMiner-Genome, el 

cual es usado para la identificación de clústeres de genes biosintéticos relacionados con la 

síntesis de RiPPs y predicción automatizada de sus estructuras químicas. Utiliza perfiles 

HMM, además de implementar una versión actualizada del algoritmo ML (Machine 

Learning) que puede identificar correctamente el péptido precursor entre varios ORFs 

pequeños en BGCs relacionados a la producción de RiPPs. Este programa puede identificar 

hasta 13 tipos de RiPPs dentro de los cuales se encuentran los lantipéptidos (Agrawal et al., 

2021). A continuación, en el cuadro 13 se muestran los resultados del análisis de los tres 

genomas analizados.  
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Cuadro 13. Clústeres de genes biosintéticos asociados a la producción de RiPPs y 

lantipéptidos identificados con el programa RiPPMiner-Genome en tres genomas de 

Actinobacterias endófitas 

Genomas 

No. de 

clústeres 

de RiPPs  

No. de 

clústeres de 

lantipéptidos 

de clase I  

No. de 

clústeres de 

lantipéptidos 

de clase II  

No. de 

clústeres de 

lantipéptidos 

de clase III  

No. de 

clústeres de 

lantipéptidos 

de clase VI  

Actinoplanes sp. 1 0 0 0 0 

Streptomyces sp. 

L06 
6 0 0 1 0 

Embleya sp. NF3 20 6 1 1 4 

 

El genoma de Actinoplanes sp. no presentó algún clúster biosintético asociado a la 

producción de lantipéptidos. En el genoma de Streptomyces sp. L06 se identificó un clúster 

biosintético asociado a la producción de un lantipéptido de clase III. Los resultados anteriores 

concuerdan con lo reportado con las herramientas antiSMASH 6.0 y BAGEL4. En el genoma 

de Embleya sp. NF3 se identificaron 20 clústeres de genes biosintéticos asociados a la 

producción de RiPPs, de los cuales, 12 están relacionados con la producción de lantipéptidos. 

RiPPMiner-Genome identificó un mayor número de clústeres de genes biosintéticos de 

RiPPs y lantipéptidos que lo reportado con los programas anteriores, debido a que en algunos 

clústeres de genes biosintéticos existe más de un gen que codifica para un propéptido y, por 

lo tanto, al generarse más de un principio activo, este programa lo detecta como otro clúster 

biosintético, sin embargo, los resultados fueron los mismos. 

Los genomas de Streptomyces sp. L06 y Embleya sp. NF3 poseen clústeres de genes 

biosintéticos asociados a la producción de lantipéptidos. De acuerdo con la literatura, los 

lantipéptidos de clase I y II, son los que comúnmente se han reportado con actividad 

antimicrobiana (Dischinger et al., 2014; Ongey y Neubauer, 2016; Repka et al., 2017), 

curiosamente, sólo en el genoma de Embleya sp. NF3 presentó este tipo de clústeres de genes 

biosintético, de manera que el siguiente paso fue analizar cada uno de ellos y elegir uno para 

su posterior expresión heteróloga. 
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Caracterización bioinformática de los genes de los clústeres biosintéticos 

seleccionados 
 

Clústeres de genes biosintéticos relacionados a la producción de lantipéptidos con 

actividad antimicrobiana 

 

Para hacer más específica la búsqueda, se optó por analizar los clústeres de genes 

biosintéticos relacionados a la producción de lantipéptidos de clase I. Se comenzó analizando 

cada uno de los clústeres identificados en el genoma de Embleya sp. NF3. Con los programas 

de AntiSMASH 6.0 y BAGEL4 se identificaron 2 clústeres de genes biosintéticos asociados 

a la producción de lantipéptidos de clase I, siendo éstos los mismos clústeres de genes 

biosintéticos identificados, mientras que con el programa RiPPMiner-Genome, además de 

estos dos clústeres, se identificaron 4 más asociados a la producción de lantipéptidos de clase 

I. Todos los clústeres de genes biosintéticos identificados fueron analizados 

bioinformáticamente para conocer si tienen la maquinaria enzimática completa para llevar a 

cabo las modificaciones postraduccionales y el propéptido completo, es decir, si presentaba 

el péptido líder y el péptido core, así como el motivo conservado FNLD característico en los 

lantipéptidos de clase I.  

Los clústeres de genes biosintéticos que presentaron las enzimas del core biosintético 

necesarias para llevar a cabo las modificaciones postraduccionales en el propéptido, así como 

el propéptido completo fueron  denominados como 1.4 y 7.2 (de acuerdo con la nomenclatura 

de AntiSMASH 6.0), (cuadro 14) y en las figuras 18 y 19, se muestra la organización de los 

genes en cada uno de estos clústeres biosintético, en los cuadros 15 y 16, se muestra la 

función que desempeña cada uno de los genes dentro del clúster biosintético, como resultado 

de la caracterización bioinformática de las secuencias de nucleótidos como de aminoácidos. 

Conocer las funciones que desempeña cada uno de los genes dentro del clúster biosintético, 

permitió delimitarlo con los genes esenciales para lograr la expresión heteróloga del principio 

activo.  

Cuadro 14. Número de genes del clúster biosintético y características del principio activo 
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Clúster 

No. de genes 

del clúster 

biosintético  

No. de genes 

del core 

biosintético 

Peso 

molecular 

del 

principio 

activo 

(kDa) 

Punto 

isoeléctrico 

del 

principio 

activo 

Modificaciones 

del principio 

activo 

 

1.4 

 

21 

 

3 

 

2.67 

 

5.93 

 

4 puentes tioéter 

y una 

hidroxilación 

 

7.2 

 

 

23 

 

4 

 

2.22 

 

6.07 

 

3 puentes tioéter 

 

 

Figura 18. Organización de los genes en clúster biosintético 1.4 asociado a la producción de 

un lantipéptido de clase I identificado en el genoma de Embleya sp. NF. Los genes en color 

rojo vino, representan los genes del core biosintético (enzimas de modificaciones 

postraduccionales), en color rosa, genes biosintéticos adicionales, en verde, genes 

reguladores y en gris, otros genes. 

 

Cuadro 15. Función de los genes del clúster biosintético 1.4 identificado en el genoma de 

Embleya sp. NF3  

Genes Función 

1 Aldehído deshidrogenasa 

2 Proteína putativa 

3 Glutamina amidotransferasa tipo 1 

4 Proteína que contiene el dominio DUF4259 

5 Regulador transcripcional de la familia MarR 

6 Permeasa de la familia APC 



80 

 

7 Proteína de la familia acetoacetato descarboxilasa 

8 Glutamina sintetasa 

9 Citocromo P450 

10 Péptido precursor de clase I 

11 Lantibiótico deshidratasa 

12 Proteína de la familia de lantionina sintetasa C 

13 Proteína putativa 

14 Proteína de unión al ADN de la familia HU 

15 Proteína putativa 

16 Regulador transcripcional de la familia TetR / AcrR 

17 Quinona oxidorreductasa 

18 Proteína de unión al ADN de la familia MmcQ / YjbR 

19 Proteína de la familia de la anhidrasa gamma carbónica 

20 Proteína putativa 

21 Flavohemoproteína 

 

Figura 19. Organización de los genes en clúster biosintético 7.2 asociado a la producción de 

un lantipéptido de clase I en el genoma de Embleya sp. NF3. Los genes en color rojo vino, 

representan los genes del core biosintético (enzimas de modificaciones postraduccionales), 

en color rosa, genes biosintéticos adicionales, en verde, genes reguladores y en gris, otros 

genes. 

 

Cuadro 16. Función de los genes del clúster biosintético 7.2 identificado en el genoma de 

Embleya sp. NF3 

Genes Función 

1 Proteína putativa 
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2 Proteína putativa 

3 Proteína putativa 

4 Regulador transcripcional de la familia GntR 

5 Proteína putativa 

6 Proteína putativa 

7 Proteína putativa 

8 Proteína putativa 

9 
Proteína que contiene el dominio hélice-vuelta-

hélice 

10 Proteína putativa 

11 Lantipéptido precursor de la familia FxLD 

12 Lantibiótico deshidratasa 

13 Lantionina sintetasa C 

14 Metiltransferasa 

15 Proteína putativa 

16 Proteína putativa 

17 Proteína de la familia TniQ 

18 Proteína de unión a NTP de la familia TniB 

19 Integrasa / transposasa / recombinasa de tipo DDE 

20 
Subunidad de endonucleasa de transposasa 

heteromérica similar a TnsA 

21 Proteína putativa 

22 Hidrolasa de NUDIX 

23 Hidrolasa de NUDIX 

 

En ambos clústeres de genes biosintéticos, se identificaron las enzimas del core biosintético, 

así como el propéptido que dará lugar al principio activo, sin embargo, en ninguno se 

identificó la proteasa que llevará a cabo la escisión del péptido líder del péptido core. Se han 

secuenciado genomas especialmente en Proteobacteria y Bacteroidetes que contienen grupos 

de genes biosintéticos de lantipéptidos de clase I con un transportador/proteasa bifuncional 
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(Repka et al., 2017) y se ha reportado que los clústeres de genes biosintéticos de lantipéptidos 

de Actinobacterias no contienen una proteasa dentro del clúster biosintético, más bien, podría 

encontrarse en otra parte del genoma (Chen et al., 2019). Debido a la falta de la proteasa 

dentro del clúster biosintético, se decidió incorporar un sitio de corte de una endoproteinasa 

comercial entre el péptido líder y el péptido core. 

Con base en el análisis bioinformático, se decidió trabajar con el clúster biosintético 1.4 de 

Embleya sp. NF3, que codifica para un lantipéptido de clase I. Se eligió este clúster debido a 

que presentó los genes completos necesarios para llevar a cabo la modificación del 

propéptido. El clúster biosintético 1.7 también presentó los genes lanB y lanC completos, 

además de tener una O-metiltransferasa en el core biosintético, hasta hace poco se descubrió 

que es una enzima que cataliza la transposición de un residuo de aspartato altamente 

conservado a isoaspartato en el péptido core, sin embargo, no se sabe con certeza si esta 

enzima podría realizar otras modificaciones que puedan alterar la función de los lantipéptidos 

de clase I, lo que resulta interesante su estudio previo para obtener más información sobre su 

función (Acedo et al., 2019). Además, de acuerdo con el análisis de antiSMASH 6.0 y 

RiPPMiner-Genome, el lantipéptido del clúster biosintético 1.4, fue el predicho con mayor 

número de puentes tioéter, de acuerdo con la literatura, le conferiría una mayor resistencia y 

estabilidad frente a la degradación por calor y degradación proteolítica (Repka et al., 2017; 

Lagedroste et al., 2020). Por las dos razones anteriores, se decide continuar trabajando con 

el clúster biosintético 1.4.  

 

Alineamiento múltiple de LanA, LanB y LanC del clúster biosintético 1.4 de Embleya 

sp. NF3 

 

lanA, es un gen de 180 nucleótidos que da lugar a un precursor de 59 residuos de aminoácidos 

(péptido líder más péptido core), después de la maduración proteolítica tendría una longitud 

de 26 residuos de aminoácidos (principio activo).  

Para determinar dominios, motivos y aminoácidos conservados en los genes del core 

biosintético del clúster biosintético 1.4, se realizaron alineamientos múltiples globales de las 

secuencias aminoacídicas de LanA, LanB y LanC con otras secuencias ya reportadas de clase 
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I. Los lantipéptidos de clase I proveniente de actinomicetos son microbisporicina de 

Microbispora corallina (número de accesión NCBI: ADK32554.1) y planosporicina de 

Planomonospora alba (número de accesión NCBI: CCQ18695.1). 

A continuación, en la figura 20, se muestra el alineamiento múltiple global con el programa 

Muscle de LanA de Embleya sp. NF3, denominado como EmbA con otros propéptidos 

reportados y caracterizados. 

 

Figura 20. Alineamiento global en Muscle de la secuencia de aminoácidos de LanA del 

clúster biosintético 1.4 de Embleya sp. NF3 denominada como EmbA con otras secuencias 

LanA reportadas, se muestra el porcentaje de identidad tomando a la secuencia EmbA como 

100 %: Nisina (NisA: BAA00602.1) 22 %; subtilina (SpaS: AAA22778.1) 20 %; epidermina 

(EpiA: P08136.1) 22 %; microbisporicina (MibA: ADK32554.1) 35 % y planosporicina 

(PspA: CCQ18695.1) 29 %. La flecha indica el sitio de corte en la secuencia LanA de 

Embleya sp. NF3 (EmbA). Las letras en negrita indican el motivo conservado en el péptido 

líder de los lantipéptidos de clase I. La letra en rojo indica una cisteína conservada que 

posiblemente está involucrada en la unión al lípido II para llevar a cabo el mecanismo de 

acción. 

El gen lanB tiene una longitud de 3201 nucleótidos que corresponde a 1066 residuos de 

aminoácidos, la masa molecular teórica es de 118 kDa y su punto isoeléctrico teórico es de 

6.34. La secuencia de aminoácidos de LanB se alineó con otras secuencias deshidratasas 

reportadas y caracterizadas. En la figura 21 se muestran los resultados del alineamiento 

múltiple global con el programa Muscle. La secuencia LanB analizada fue denominada como 

EmbB. 
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Figura 21. Alineamiento global en Muscle de la secuencia de aminoácidos LanB del clúster 

biosintético 1.4 de Embleya sp. NF3 denominada como EmbB con otras secuencias LanB 

reportadas, se muestra el porcentaje de identidad tomando a la secuencia EmbB como 100 

%: microbisporicina (MibB: ADK32555.1) 31 %, epidermina (EpiB: YP_500451.1) 21 %, 

Nisina (NisB: CAA48381.1) 21 % y subtilina (SpaB: AAA22779.1) 23 %. 

 

El gen lanC tiene una longitud de 1383 nucleótidos que corresponde a 460 residuos de 

aminoácidos, la masa molecular teórica es de 48.9 kDa y su punto isoeléctrico teórico es de 

6.02. La secuencia de aminoácidos de LanC se alineó con otras secuencias ciclasas reportadas 
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y caracterizadas. En la figura 22 se muestran los resultados del alineamiento múltiple global 

con el programa Muscle. La secuencia LanC fue denominada como EmbC. 
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Figura 22. Alineamiento global en Muscle de la secuencia de aminoácidos LanC del clúster 

1.4 de Embleya sp. NF3 denominada como EmbC con otras secuencias LanC reportadas, se 

muestra el porcentaje de identidad tomando a la secuencia EmbC como 100 %: 

microbisporicina (MibC: ADK32556.1) 23 %, Nisina (NisC: CAA48383.1) 21 %, 

epidermina (EpiC: CAA44254.1) 23 % y subtilina (SpaC: AAA22777.1) 23 %. Las letras en 

rojo indican los aminoácidos involucrados en la triada catalítica de unión a ligandos de zinc. 

 

A continuación, se presenta la estructura química del principio activo predicho con la 

herramienta RiPPMiner-Prediction. 

 

Figura 23. Estructura química del principio activo (26 residuos de aminoácidos) del clúster 

biosintético 1.4 del genoma de Embleya sp. NF3 predicho con el programa RiPPMiner-

Prediction. 

 

EmbC            ---- 
MibC            ---- 
NisC            GKRK 
EpiC            ---- 
SpaC            ---- 
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También se llevó a cabo el modelado por homología de las enzimas LanB y LanC por medio 

del programa Phyre2, en la figura 24 se muestran los resultados. 

 

Figura 24. Modelo tridimensional de las enzimas LanB y LanC del clúster biosintético 1.4 

del genoma de Embleya sp. NF3 con el programa Phyre2. Los modelados se realizaron con 

un 100 % de confianza en relación con las secuencias molde. LanB realizó el modelado con 

la estructura cristalina de lantibiótico deshidratasa MibB de Microbispora sp. 107891782 con 

el cual presentó una cobertura del 92 % y LanC realizó el modelado con la estructura 

cristalina LanC L. lactis subsp. lactis con el cual presentó una cobertura del 82 %. El círculo 

amarillo en la imagen de la derecha representa el sitio de unión para ligandos de zinc. 

 

De acuerdo con los resultados de los alineamientos globales de LanB y LanC (figuras 21 y 

22), ambas enzimas se encuentran completas y presentan los aminoácidos altamente 

conservados para llevar a cabo su función enzimática (Ortega et al., 2015); en su caso, LanC 

presenta la triada catalítica de unión a ligandos de zinc necesarios para llevar a cabo el 

proceso de ciclación (Zhang et al., 2012). Por lo tanto, estas secuencias, según los análisis 

bioinformáticos, pueden realizar sus funciones enzimáticas. 

Con el programa Phyre2, se obtuvieron los modelos de las enzimas del core biosintético, 

logrando una confianza del 100 % y una alta cobertura de la secuencia de aminoácidos con 

los templados seleccionados del PDB. El modelado por homología de LanB se realizó con la 

estructura cristalina de lantibiótico deshidratasa MibB de Microbispora sp. 107891782 con 



90 

 

una cobertura del 92 % y el modelado por homología de LanC se realizó con la estructura 

cristalina LanC L. lactis subsp. lactis con una cobertura del 82 %.  

Una vez que se caracterizaron bioinformáticamente las secuencias de los genes del core 

biosintético del clúster biosintético 1.4 de Embleya sp. NF3 y se confirmó que este clúster 

presentó los genes necesarios para la producción del principio activo, se realizó la síntesis y 

clonación de estos genes por la empresa IDT. 

 

 

Clonación 
 

Construcción de los vectores de expresión 

 

Una vez que se amplificaron los fragmentos de interés, estos fueron clonados en los vectores 

de expresión correspondientes. El fragmento lanA amplificado por PCR y purificado de un 

gel de agarosa, fue clonado en el vector pET-22b(+), por compatibilidad de sitios de 

restricción (tanto el vector como el inserto fueron digeridos con las mismas enzimas). De las 

colonias resultantes de la transformación en E. coli JM109, se analizaron 4 de ellas, por 

digestión enzimática con NdeI y EcoRI (mismas que se usaron para clonar), esto con la 

finalidad de liberar el inserto del vector y comprobar clonas positivas. En la figura 25 se 

muestra el resultado de dicha reacción de restricción. Las colonias analizadas fueron las 

denominadas colonia 18, 28, 34 y 43. Los plásmidos digeridos de las colonias 28, 34 y 43 

(carriles 5, 7 y 9), mostraron el patrón de bandas esperados, en la parte superior se observó 

una banda alrededor de 5.5 kb que correspondería al vector (el vector digerido tiene un peso 

de 5.3 kb) y en la parte inferior hay una banda muy tenue alrededor de 3 kb que corresponde 

al tamaño del inserto (el inserto tendría un tamaño de 276 pb). Los plásmidos de estas tres 

colonias fueron enviadas a secuenciar al Instituto de Fisiología Celular, UNAM y después de 

analizar las secuencias se corroboró que los plásmidos presentaron el inserto correctamente 

clonado en el vector y no contenía mutaciones (ver anexo 1). Para la expresión del propéptido 

se eligió la colonia 28. 
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Figura 25. Restricción de las clonas resultantes de la transformación LanA_6X en el vector 

pET-22b(+) en E. coli JM109. 0.8 % agarosa a 80 V por 1 hora. Carril 1) marcador 

Invitrogen™ de 1 kb Plus, 2) clona 18 sin digerir, 3) clona 18 digerido con NdeI y EcoRI, 4) 

clona 28 sin digerir, 5) clona 28 digerido con NdeI y EcoRI, 6) clona 34 sin digerir, 7) clona 

34 digerido con NdeI y EcoRI, 8) clona 43 sin digerir, 9) clona 43 digerido con NdeI y EcoRI 

y 10) marcador Invitrogen™ de 1 kb Plus. 

 

Los genes lanB y lanC amplificados por PCR, fueron clonados en los vectores pFGC y 

pFGC_6XHis por medio de la técnica Golden Gate, usando la enzima BsaI para digerir los 

fragmentos y vectores. Esta técnica es bastante confiable, por lo que se decidió analizar solo 

una colonia resultante de la transformación. En la figura 26 se muestran los resultados del 

análisis de restricción de cada una de las trasformaciones realizadas. Las construcciones 

pFGC-LanB y pFGC_6XHis-LanB fueron digeridas con la enzima EcoRV, dichas 

construcciones tienen un sitio de corte en el inserto LanB. En los carriles 3 y 5 se muestra el 

análisis de restricción de las pFGC-LanB y pFGC_6XHis-LanB respectivamente, en ambos 
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carriles se observó una sola banda correspondiente al tamaño esperado de las construcciones, 

para pFGC-LanB se espera un tamaño de 6.3 kb y pFGC_6XHis-LanB de 6.4 kb.  

Las construcciones pFGC-LanC y pFGC_6XHis-LanC fueron digeridas con la enzima KpnI, 

dichas construcciones presentan un sitio de corte en inserto lanC, por lo que también se 

espera solo una banda en el análisis de restricción. Los carriles 7 y 9 muestran los resultados 

de la digestión de las construcciones pFGC-LanC y pFGC_6XHis-LanC respectivamente, en 

ambos carriles se observó una sola banda correspondiente al tamaño esperado de las 

construcciones. pFGC-LanC tiene un tamaño de 4.53 kb y pFGC_6XHis-LanC de 4.59 kb. 

Los plásmidos de las colonias analizadas fueron enviadas a secuenciar al Instituto de 

Fisiología Celular y después de analizar las secuencias se corroboró que los plásmidos 

presentaron el inserto correctamente clonado en el vector y no contenía mutaciones (ver 

anexo 2, 3, 4 y 5).  

 

Figura 26. Restricción de las clonas resultantes de la transformación de LanB y LanC en los 

vectores pFGC y el vector pFGC_6XHis en E. coli JM109. 0.8 % agarosa a 80 V por 1 hora. 

Carril 1) marcador Invitrogen™ de 1 kb Plus, 2) clona pFGC-LanB sin digerir, 3) clona 
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pFGC-LanB digerido con EcoRV, 4) clona pFGC_6XHis-LanB sin digerir, 5) clona 

pFGC_6XHis-LanB digerido con EcoRV, 6) clona pFGC-LanC sin digerir, 7) clona pFGC-

LanC digerido con KpNI, 8) clona pFGC_6XHis-LanC sin digerir, 9) clona pFGC_6XHis-

LanC digerido con KpNI y 10) marcador Invitrogen™ de 1 kb Plus. 

 

Los mapas de las construcciones obtenidas en este trabajo fueron diseñados in silico con el 

programa Snap Gene versión 6.0. En la figura 27 se muestran los mapas de dichas 

construcciones. 
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Figura 27. Mapa de las construcciones de expresión in silico realizadas en el programa Snap 

Gene versión 6.0. a) pET-22b(+)-LanA_6X, b) pFGC-LanB, c) pFGC-LanC, d) 

pFGC_6XHis-LanB y e) pFGC_6XHis-LanC. 
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Expresión de los genes de interés  

 

Cada una de las construcciones pET-22b(+)-LanA_6X, pFGC-LanB, pFGC_6XHis-LanB, 

pFGC-LanC y pFGC_6XHis-LanC fueron agregadas por separado a una reacción cell-free 

para expresar el propéptido y las enzimas del core biosintético (sin y con etiqueta His-Tag). 

Posteriormente, se eligieron algunas construcciones para ser colocadas dentro de un mismo 

tubo de reacción para lograr las modificaciones postraduccionales en el propéptido. De esta 

forma, el propéptido LanAm se digirió con la enzima Furin, para obtener el principio activo. 

Las muestras del extracto crudo cell-free y de las purificaciones provenientes de la expresión 

cell-free fueron cargadas en geles SDS-PAGE, debido a que el propéptido presenta un 

tamaño muy pequeño (10 kDa) no fue posible observarlo en este tipo de geles por la baja 

resolución para fragmentos de 10 kDa o menos, aunque se usaron geles del 16 % de 

acrilamida/bisacrilamida (imágenes no mostradas). Para este tipo de fragmentos, los geles 

Tricina SDS-PAGE son los más recomendados, se intentaron realizar este tipo de geles en 

varias ocasiones, sin embargo, no se tuvo éxito en su preparación, por lo tanto, después de 

varios intentos, se decidió monitorear la expresión de LanA_6X como la producción del 

principio activo mediante el ensayo antimicrobiano. 

Cuantificación de las proteínas 

 

La figura 28 muestra la curva de calibración realizada con diferentes concentraciones de 

BSA, por el método de Bradford. Los datos de las absorbancias obtenidos se promediaron y 

se graficaron. A partir de la recta se obtuvo la ecuación, la cual fue utilizada para calcular la 

concentración de las muestras. La gráfica tiene un coeficiente de determinación (R2) de 0.99, 

lo que indica que es bastante confiable. 
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Figura 28. Curva de calibración obtenida a partir de diferentes concentraciones de BSA 

cuantificado por el método de Bradford a 595 nm. Las barras rojas en vertical representan la 

desviación estándar de tres muestras. 

 

Los resultados de la cuantificación de proteínas totales del extracto crudo cell-free para la 

expresión del propéptido y de las enzimas del core biosintético se muestran en el cuadro 17 

y en el cuadro 18 se muestran los resultados de la cuantificación de las fracciones y las 

eluciones correspondientes a las purificaciones de LanB_6X y LanC_6X. 

 

Cuadro 17. Cuantificación de proteínas totales del extracto crudo cell-free  

Muestra Concentración (µg/µL) 

Control positivo (proteína mScarlet) 15.388 

Control negativo pET-22b(+) 13.048 

Control negativo pFGC 14.348 

pET-22b(+)-LanA_6X 15.468 
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Cuadro 18. Cuantificación de proteínas de las fracciones de purificación y elución de las 

enzimas LanB_6X y LanC_6X.  

 

 

SDS-PAGE extracto crudo cell-free 

 

Una vez que las muestras fueron cuantificadas, éstas fueron corridas electroforéticamente en 

SDS-PAGE con la finalidad de observar la expresión de las enzimas del core biosintético 

(con y sin etiqueta His-Tag). En la figura 29 se muestran los resultados del SDS-PAGE de 

las muestras del extracto crudo cell-free en un gel al 10.5 % de acrilamida/bisacrilamida. En 

el carril 2 se observó una banda alrededor de 26 kDa, la cual corresponde a la expresión de 

la proteína mScarlet, usado como control positivo, el carril 3 corresponde al control negativo, 

el vector pFGC sin contener inserto. El carril 4 corresponde a la expresión de LanB, se 

esperaba una banda sobresaliente alrededor de 118 kDa, sin embargo, no se observó ninguna 

banda evidente, esto podría deberse a la baja cantidad de transcrito que se genera y/o baja o 

nula expresión de la enzima. El carril 5 muestra la expresión de LanB_6X, se observó una 

banda evidente alrededor de 120 kDa, que corresponde al tamaño esperado de la expresión 

de LanB_6X. Cabe mencionar que, debido a estos resultados, se repitió de nuevo la corrida 

electroforética del extracto crudo cell-free y los resultados fueron los mismos (datos no 

pFGC-LanB 13.648 

pFGC-LanC 14.708 

pFGC_6XHis-LanB 14.848 

pFGC_6XHis-LanC 15.728 

Muestra 
Fracción no 

unida (µg/µL) 

Lavado 1 

(µg/µL) 

Lavado 2 

(µg/µL) 

Lavado 3 

(µg/µL) 

Elución 1 

(µg/µL) 

Elución 2 

(µg/µL) 

LanB_6X 9.448 0.6794 0.1014 0.0174 0.2764 0.1614 

LanC_6X 13.288 0.8594 0.0834 0.0144 0.3944 0.3844 
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mostrados). Investigando en la literatura, se reporta que la longitud y posición de las etiquetas 

His-Tag, pueden influir en la estabilidad de la expresión de las proteínas y sus efectos pueden 

ser tanto beneficiosos como perjudiciales (Mohanty y Wiener, 2004; Booth et al., 2018), en 

el caso de la expresión de LanB_6X, podría ser un efecto beneficioso, al expresarse una 

mayor cantidad del producto en comparación cuando no se tiene la etiqueta His-Tag, sin 

embargo, se tendrían que realizar más estudios sobre la cantidad de transcrito que se genera 

y la influencia de la etiqueta His-Tag en la estabilidad de estas enzimas. 

Los carriles 6 y 7, corresponden a la expresión de las enzimas LanC y LanC_6X, 

respectivamente, en estos carriles se esperaban bandas evidentes alrededor de 48.9 y 51.1 

kDa, sin embargo, no se observaron, lo cual podría ser consecuencia de la baja cantidad de 

transcrito que se produce y/o puede existir un problema con la expresión de dichas enzimas. 

Debido a este resultado, se decidió llevar a cabo la purificación de las enzimas que presentan 

una etiqueta His-Tag para concéntralas y de esta manera observar en un gel SDS-PAGE si se 

expresaba al menos una pequeña cantidad de estas enzimas.  

 

 

 

Figura 29. SDS-PAGE (10.5 % de acrilamida/bisacrilamida) del extracto crudo cell-free de 

la expresión de las enzimas del core biosintético por separado. Carril 1) Marcador PageRuler 
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Plus Prest Protein Ladder, de la casa comercial Thermo ScientificTM, 2) control + (expresión 

de la proteína mScarlet), 3) control negativo (vector pFGC), 4) expresión de LanB, 5) 

expresión de LanB_6X, 6) expresión de LanC y 7) expresión de LanC_6X. Se colocaron 18 

µg de muestra en cada carril. Las flechas color negro indican el tamaño donde se espera que 

se encuentren las enzimas, mientras que la flecha en rosa indica el tamaño esperado de la 

proteína control. 

 

En las figuras 30 y 31 se muestran los resultados de las purificaciones de LanB_6X y 

LanC_6X, respectivamente. En la figura 30, el carril 2 corresponde a las proteínas no unidas 

a la columna, los carriles 3, 4 y 5 corresponden a los lavados, los carriles 6 y 7 corresponden 

a la primera y segunda elución de LanB_6X, respectivamente. En estos últimos carriles se 

observaron bandas alrededor de 120 kDa, las cuales no fueron observadas en los demás 

carriles (proteínas no unidas a la columna ni en lavados), por lo que, de acuerdo al peso 

molecular, se trata de la expresión de LanB_6X. En la primera elución (carril 6), se observó 

una banda más intensa que en la segunda elución (carril 7), esto quiere decir que la mayor 

parte de la enzima se encuentra en la primera elución.  
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Figura 30. SDS-PAGE (10 % de acrilamida/bisacrilamida) de la purificación de LanB_6X. 

Carril 1) Marcador PageRuler Plus Prest Protein Ladder, de la casa comercial Thermo 

ScientificTM, 2) fracción no unida, 3) lavado 1, 4) lavado 2, 5) lavado 3, 6) elución 1 y 7) 

elución 2. De la fracción no unida se colocaron 18 µg de muestra, mientras que de los carriles 

3-7 se colocaron 10 µl de muestra. La flecha color negro indica el tamaño donde se espera 

que se encuentre la enzima LanB_6X. 

La figura 31 corresponde a la purificación de LanC_6X, en el carril 2, se muestran las 

proteínas no unidas a la columna, los carriles 3, 4 y 5 muestran los lavados, los carriles 6 y 7 

corresponden a la primera y segunda elución de la enzima, respectivamente. En el carril 6 se 

observó una banda tenue alrededor de 51 kDa, de acuerdo al peso molecular de LanC_6X 

correspondería a dicha enzima, en el carril 7, que corresponde a la segunda elución, esta 

misma banda se muestra mucho más tenue. 
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Figura 31. SDS-PAGE (11 % de acrilamida/bisacrilamida) de la purificación de LanC_6X. 

Carril 1) Marcador PageRuler Plus Prest Protein Ladder, de la casa comercial Thermo 

ScientificTM, 2) fracción no unida, 3) lavado 1, 4) lavado 2, 5) lavado 3, 6) elución 1 y 7) 

elución 2. De la fracción no unida se colocaron 18 µg de muestra, mientras que de los carriles 

3-7 se colocaron 10 µl de muestra. La flecha color negro indica el tamaño donde se espera 

que se encuentre la enzima LanC_6X. 

A través de la plataforma cell-free se expresaron las posibles enzimas del core biosintético, 

de acuerdo al tamaño de las bandas esperadas, las cuales solo fueron evidenciadas cuando se 

purificaron por medio las columnas Ni-NTA Spin Kit Handbook Quiagen®. Ambas bandas 

se observaron en mayor concentración en la primera elución. Sin embargo, faltaría realizar 

el western blot de estas bandas para corroborar su identidad por medio de la etiqueta His-Tag 

y monitorear su producción, así también medir la cantidad de transcrito por RT-qPCR. La 

banda correspondiente al tamaño de LanC_6X se observó muy tenue, probablemente se debe 

a la baja expresión. Esta limitante, podría ser superado colocando un mayor número de 

microtubos de reacción (Guzmán-Chávez et al., 2022). 
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La expresión por cell-free permite obtener en un menor tiempo la producción de las proteínas 

de interés (Liu et al., 2020; Guzmán-Chávez et al., 2022), por ello, la primera ventaja de este 

método es la eficiencia, como segunda ventaja es que la producción de estas enzimas no 

depende del crecimiento celular, descartando que la producción de las proteínas se vaya a 

cuerpos de inclusión (Garenne et al., 2021). De acuerdo con Li et al., 2009, las enzimas LanB 

y LanC en la expresión convencional (con células), se encuentran la fracción soluble del 

cultivo celular después de la sonicación y centrifugación, sin embargo, esto depende mucho 

de las condiciones de cultivo como temperatura, concentraciones de IPTG, tiempo de 

inducción, rpm, medio de cultivo, cepa, concentración de antibióticos, etc. (Tolia y Joshua-

Tor, 2006). Por otro lado, se ha reportado que el propéptido LanA se encuentra en la fracción 

del pellet (Li et al., 2009), para purificar al propéptido, es necesario utilizar agentes 

desnaturalizantes, los cuales podrían interferir con la actividad de las enzimas del core 

biosintético una vez que se lleve a cabo la reacción in vitro de la biosíntesis del principio 

activo (LanAm/F), si no se purifica correctamente. Otra ventaja que la expresión por cell-

free ofrece, son los esfuerzos que se han realizado para reducir los costes de fabricación. 

Recientemente, Guzmán-Chávez et al., 2022 desarrollaron un conjunto de estrategias 

alternativas para lograr la producción e implementación de extractos cell-free con solo $ 177 

USD, sin el uso de equipos costosos. 

 

Expresión de LanA modificado (LanAm)  

 

Conforme a los resultados de los SDS-PAGE, se logró visualizar la expresión de las enzimas 

del core biosintético de acuerdo al peso molecular, cuando éstas fueron purificadas (figura 

30 y 31), en el caso de LanB_6X su expresión se logró visualizar desde el extracto crudo 

cell-free (figura 29), por lo tanto, se eligieron las construcciones de las enzimas que 

presentaban la etiqueta His-Tag, asumiendo que estas etiquetas le proveen de cierta 

estabilidad a las enzimas, evitando su degradación. Las construcciones pFGC_6X-LanB y 

pFGC_6X-LanC junto con la construcción pET-22b(+)-LanA_6X, cofactores, ARN y PEG-

8000 fueron colocados dentro de un mismo tubo de reacción para obtener LanAm y 

posteriormente, el principio activo (LanAm/F). A continuación, en la figura 32 se presenta el 

resultado del SDS-PAGE, donde se esperaría que estén las bandas correspondientes a la 
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expresión de LanAm (10 kDa), LanB_6X (120 kDa) y LanC_6X (51.1 kDa) de un mismo 

tubo de reacción, sin embargo, no fue posible visualizar estas bandas. Como se mencionó 

anteriormente, esto podría deberse a la baja cantidad de transcrito que se genera, un problema 

con la traducción de las proteínas o incluso otros mecanismos involucrados en la estabilidad 

del propéptido y de las enzimas del core biosintético.  

Para corroborar la presencia de las enzimas y del propéptido, se decidió monitorear la 

producción del principio activo a través de su actividad antimicrobiana, lo cual se logró 

colocando 50 microtubos de reacción, estos tubos fueron concentrados y luego se digirió a 

LanAm con la enzima Furin. 

 

Figura 32. SDS-PAGE (10.5 % de acrilamida/bisacrilamida) del extracto crudo cell-free de 

la expresión de las enzimas del core biosintético y del propéptido en un mismo tubo de 

reacción. Carril 1) Marcador PageRuler Plus Prest Protein Ladder, de la casa comercial 

Thermo ScientificTM, 2) control + (expresión de la proteína mScarlet), 3) control negativo 

(vectores vacíos pET-22b(+) y pFGC_6XHis), 4) expresiones de LanA_6X, LanB_6X y 

LanC_6X. 
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Adición de ARN total a las reacciones cell-free  

 

Como se había mencionado anteriormente, la adición de ARNt a la reacción in vitro para la 

formación de LanAm es necesario para que LanB glutamile las cadenas laterales Ser/Thr del 

propéptido (LanA) como parte del proceso de deshidratación (Ortega et al., 2015). La 

incorporación de ARNt fue agregado como ARN total. En la figura 33, se presenta el 

resultado de la extracción de ARN total de Embleya sp. NF3.  

 

 

Figura 33. Extracción de ARN total de Embleya sp. NF3. 0.8 % agarosa, 80 V por 1 hora. 

Las primeras dos flechas superiores representan a las subunidades 28 S y 16S, seguido de los 

ARN de transferencia (ARNt) y los ARN nucleolares pequeños (ARNsno), en la parte 

inferior se encuentran los ARN pequeños bacterianos (ARNs). 

 

Ensayo antimicrobiano 

 

A continuación, se presentan el resultado del ensayo antimicrobiano frente a Micrococcus 

luteus de diferentes extractos cell-free que contiene al propéptido modificado (LanAm), el 

principio activo (LanAm/F), los respectivos controles negativos y como control positivo, la 

adición de nisina. Estudios previos han demostrado que M. luteus es una cepa modelo para 
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evaluar el potencial antimicrobiano de los lantipéptidos, al ser una bacteria Gram-positiva, 

permite al principio activo llegar a su blanco más fácil, el lípido II, el cual se encuentra en la 

membrana celular interna, en comparación con una Gram-negativa, por la doble membrana 

celular (Arnison et al., 2013; Dischinger et al., 2014). Como se observó en la figura 34, el 

control positivo (pozo 1), la nisina (un lantipéptido de clase 1) fue capaz de inhibir el 

crecimiento de M. luteus. En el pozo 2 se encuentra la mezcla donde se produce LanAm, sin 

tratamiento con la endoproteinasa, por lo tanto, el péptido líder, sigue unido al péptido core. 

Se ha reportado que el propéptido modificado no escindido puede tener actividad muy 

reducida o nula (van Kraaij et al., 2000; Xie et al., 2004; Cheng et al., 2007), lo que 

proporciona más evidencia de que el agente antimicrobiano activo se encuentra cuando la 

enzima Furin fue agregado a la mezcla de reacción (LanAm/F), lo cual se evidenció con el 

halo de inhibición en el pozo 3. Para corroborar que el principio activo (LanAm/F) fue el que 

provocó el halo de inhibición y no los componentes cell-free o la endoproteinasa, se 

colocaron dos controles negativos, uno con el extracto cell-free con los plásmidos vacíos 

(pozo 4) y otro con el extracto cell-free con los plásmidos vacíos y la enzima Furin (pozo 5), 

de esta forma, se concluye que LanAm/F tiene actividad antimicrobiana frente a M. luteus. 

 

Figura 34. Ensayo antimicrobiano del principio activo LanAm/F frente a M. luteus en medio 

TBS. Pozo 1) control positivo, Nisina Additius® 1 mg/ml (10 µl), 2) LanAm (propéptido 
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modificado), 3) LanAm/F (principio activo, LanA modificado y digerido con la enzima 

Furin), 4) control negativo, vectores vacíos pET-22b(+) y pFGC_6XHis y 5) control 

negativo, vectores vacíos pET-22b(+) y pFGC_6XHis digeridos con la enzima Furin. Este 

experimento se realizó por duplicado. 

 

Cheng et al., 2007, probaron la actividad antimicrobiana de la nisina sintetizada in vitro 

mediante RTS frente a M. luteus, reportan que la concentración aproximada de nisina en la 

reacción RTS fue de aproximadamente 2 µg/ml y 3 µl de la mezcla de reacción fueron 

suficientes para inhibir el crecimiento de esta cepa. En otro estudio publicado por Liu et al., 

2020, reportan el desarrollo de CFPS para la producción de nisina Z, ellos concentraron 400 

µL de la mezcla de reacción a 20 µl y usaron 2 μl de la mezcla concentrada para obtener un 

halo de inhibición evidente frente a M. luteus, sin embargo, discuten que la expresión del 

propéptido modificado fue muy bajo comparado con la producción de nisina que se obtiene 

a través de la expresión convencional (usando células), así llegan a la conclusión que la baja 

eficiencia de producción de nisina Z se debe a la baja expresión de las enzimas biosintéticas 

responsables de las modificaciones postraduccionales de la nisina (NisB y NisC). Para 

superar esta limitante, deciden sobreexpresar NisB y NisC con etiquetas His-Tag en E. coli 

y luego purificarlos para ser añadidos a la mezcla de reacción cell-free, lo que trajo como 

resultado una mayor acumulación de principio activo. Debido a que, en este trabajo, el 

western blot no reveló la presencia de LanA_6X, posiblemente por la poca acumulación del 

propéptido en un tubo de reacción, se decidió concentrar el producto con la expresión de 

LanAm de 50 tubos de reacción y posteriormente, éste fue escindido con la enzima Furin 

para lograr un halo de inhibición evidente. En futuras investigaciones se pretende mejorar la 

eficiencia de la producción del principio activo, estudiando más a fondo la cantidad de 

transcrito que se genera, su expresión, así como la estabilidad de las enzimas del core 

biosintético y del propéptido. 
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CONCLUSIONES 
 

• Los genomas de Streptomyces sp. L06 y Embleya sp. NF3 poseen clústeres de genes 

biosintéticos potenciales que codifican para lantipéptidos. 

• El genoma de Embleya sp. NF3 posee clústeres de genes biosintéticos codificantes de 

lantipéptidos de clase I y II, los cuales se han reportado que poseen actividad 

antimicrobiana. 

• El clúster biosintético 1.4 de Embleya sp. NF3 codifica para un lantipéptido de clase 

I y se predice que posee el mayor número de modificaciones postraduccionales en 

comparación con los demás clústeres analizados, lo que teóricamente le confiere 

mayor resistencia frente a la degradación por proteasas y por calor.  

• El clúster biosintético 1.4 de Embleya sp. NF3 contiene los genes necesarios para la 

producción del principio activo. Los genes lanA, lanB y lanC fueron seleccionados 

para ser expresados de forma heteróloga en la plataforma cell-free.  

• Las bandas correspondientes al peso molecular de las enzimas biosintéticas con 

etiquetas His-Tag se evidenciaron cuando éstas fueron purificadas, por esta razón, 

solo las construcciones con etiqueta His-Tag fueron seleccionadas para la generación 

del principio activo.  

• El principio activo (LanAm/F) generado en este trabajo, presentó actividad 

antimicrobiana frente a M. luteus. 
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PERSPECTIVAS  
 

• Conocer cuáles son los pasos limitantes en la reacción de cell-free. 

• Realizar un análisis de expresión por RT-qPCR de los genes expresados. 

• Estandarizar el western blot de las enzimas y del propéptido. 

• Estudiar la estabilidad de las enzimas LanB, LanB_6X, LanC y LanC_6X, así como 

del propéptido LanA_6X. 

• Cuantificar la producción del principio activo. 

• Realizar pruebas antimicrobianas frente a otras cepas patógenas Gram-positivos y 

Gram-negativos. 

• Secuenciar el principio activo y las enzimas del core biosintético. 

• Caracterizar estructuralmente el principio activo. 
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ANEXO 
 

Anexo 1 

Secuenciación de LanA_6X colonia 28 

CATATGCACCATCATCACGGTCATCACCACCATAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCGGTTCTGGAAGCGCAGCAGC 

ACCTAAGATGACCGATCGTATTCTGCTCGAAGAAACCACCGAAACCCGTGATTTTGTGGATCTGGATCTGGATGTGCGTA 

TTGCGGAAGGCGAACTGCGTGCGCGTCGTGATTTCGGCAAAGATTGCCCGGTGACCTATAGCCCGAACGCCACCAGCGGC 

GTGCAGAGCCGTTGCATTCCGTGCTGCTAAGAATTC 

 

Secuenciación de LanA_6X colonia 34 

CATATGCACCATCATCACGGTCATCACCACCATAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCGGTTCTGGAAGCGCAGCAGC 

ACCTAAGATGACCGATCGTATTCTGCTCGAAGAAACCACCGAAACCCGTGATTTTGTGGATCTGGATCTGGATGTGCGTA 

TTGCGGAAGGCGAACTGCGTGCGCGTCGTGATTTCGGCAAAGATTGCCCGGTGACCTATAGCCCGAACGCCACCAGCGGC 

GTGCAGAGCCGTTGCATTCCGTGCTGCTAAGAATTC 

 

Secuenciación de LanA_6X colonia 43 

CATATGCACCATCATCACGGTCATCACCACCATAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCGGTTCTGGAAGCGCAGCAGC 

ACCTAAGATGACCGATCGTATTCTGCTCGAAGAAACCACCGAAACCCGTGATTTTGTGGATCTGGATCTGGATGTGCGTA 

TTGCGGAAGGCGAACTGCGTGCGCGTCGTGATTTCGGCAAAGATTGCCCGGTGACCTATAGCCCGAACGCCACCAGCGGC 

GTGCAGAGCCGTTGCATTCCGTGCTGCTAAGAATTC 

 

Anexo 2  

Secuenciación de LanB colonia 1 

ATGCGCCATTCCGAGCACGAGCACGGGCGCGGCGATGGCCCGCATGAAGGCTATGACGACGCCCGCGGAGATGAAGATA

CATACCGTCCTGCCGGCCCCATCTTTGTTCGTATGGCTAGCGTGCCATGTGCAGAGCCCGAGCCTGATGCTGTCACCAGTT

CTGCAGACCCAGCTGATGCGGAGACGCCCGCCGCTCTGCGCCGCGCTACAGCTGACCCTTTATTCCGTGAGGCTTTAGGAA

TCGCAGGCGGATCTCTGTCAGCGGCGTTAGACCGTCTTGACGCGGGGATCGATCCCGGACCAAAACGCTTGCGCGGGATG

GCGATGAGCGTATCTCGCTACGCACTGCGCATGAGTGGACGTCCGACGCCTTTTGGCCTGTTCGCCGGGGTAGCAACCGG

GCGCTTTGGCCCAAATGCGCGTGTTGTGGTGCGTGGGCATGCTGCGAAGGCAGTTCGTCTGGACGCCGAACGTTTACACG

AGCGTGTACAGGCGTGGTTGGCACTTCCAGAAGTCCGCAGTCGCGTGGACGTGGTATTAAATGATTTGTCGCGCGTTCGTG

ATGGCCGTCTTATTCTGCCCGGTCCAACTCGTGAGTTAAGCGTCCGCCACTCCGCGCTTGTGGAGCACGTTTGTGCGACCG

TAACTCATCCTGTACCATATGAGTCAGTGTTGGACCGCACTGCCGAGGCATTTCCTGACGCGCCTCGTGATCGCCTGGACG

CAGCGGTCGCGCAGCTGCTGCGTTACGGCTTTCTGATTAGCTCAATTACCCCCCACCGTTTAGACGATGCGTTATTCGACC

GCATCGCTGGCGCGATCGAAGAGTTGCCCGAAGCCGCTGCCACTTTCCGCGCCACCCGTATTGCAGTACGTGAATACGAA

AAAGTCCCACCAGGAGAAGGAGGGGATGCATGGCGCCGCTTAACGGCTTTACTTGACCCGGATGCTGATACCGACCATCC

CCCGGCCCAAGTGGACTTACGCATGGACGCTGATATTGTACTGCCTACCGCTGTGGGCGACGAGGCTGCTGCATACGCAG

ATGCGATGTGGGCACTTTCGGACGCATGGGTCACTCATTTGCACATGCGTGACTATCGTGACCGTTTTTTGGATCGTTACG

GAACCACCCGTCTGGTGCCTCTGGCCGAGTTGGTGGATCCGCATCGTGGATTGGGTTTTCCTTCTGGCTATGAGGCCGCCC

GTGCAGGGGGGGGCCCCGCCCCAGACGATTACCGTGCCGACCGTGACCGTCGTGTCTTGACGGCAGAATTAGTACAAGAG

GCGCTTCTGGGAGACGACCGTGAGTTACGCCTTACGCCTGATTTGATCGAACGTCTGGCTGCCACAATGCGCCCTGAAGGG

GATGTTCCAGCCCCCCCGCCGAACAGTTTGGAGTTAAATTTGCAGTTATTAGCTGACGATACTGCAGCTCTTGACGAGGGC

CGCTTTCGTTTGATTGGTTCCGCTCAGGCTGGGTCCTGGCTGGCTGGCGCGATGACGGGCCGCTTTGCCGAGTTGACAGAC

ATGACTGAAGAGCTTGCTGGCCTTGTAGCTGCTGCAGCTGACCCCGGGACTGTTCCGGCCCAGATCTCATTCGCGCCGACA

GGACGCCGTGCGCTGAACATGTCTCAGGTACCGGAACTGCTGCCGTACCGCATTCCCGTCGGTATTCATGCTGATCGTAAC

GACCCACATTGTTTGGACTGGCGCGAGCTGTTGGTAGGTTTAGATCCAATTGGACTGACATTACTGATGCCGGACACGGGA

CGCCGCGTACTTCCAGTCGTACCCCATATGGTGGCCTTGGATCACTGGGCTCCAGAAGTCGTTCGCCTTATGGTTGATATC

GCGTTCGGGCGCAGCCGCACCTGGACCGGGTGGGATTGGGCCGGTCTTGAGGTACTGCCACAACTTCCCCGTGTTACGCA

CGGCCGCGTTGTAGCAGCCCCCCGTCGCTGGATCCCGTCGCGCGCCATGCGCGCTAGTGTAGGCGAGCCTCGCGAATTTGA

CCGTGCCCTTCGCGAGTGGAGTGATCGCTACGAAGTCCCCGATCGTGTGCAATTGGTCGACGGCGACCGCGCCCACGGGT

TAGACCTGGACTCGGCATGGCACCGCACGTTACTTCGCCATGAGATGCGTCGTAGCCGCATCGCCTTACTTGAAGACTTAA

CGGAACGCGGCCGCGGATGTGGTTGGGCTGCCGGACACCGCACCGAATTAGTAGTACCATTAGTTCGTCGTCGTCCTACG

CGCACAACCCGCCCAGACGTGCCCGCGGTGCCTGCTCGCATTCCGGCACCTTTGCCTGACCGCTATCATCTGCCCGGTGAG
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GATTGGTTGTTCGTCAAACTGTACGCCATCCCAGGGACACATGACGAACTGCTTCGTACTCATCTGCCAACGCTGTTAGAC

ACGGTAGGGGGGCATATTGACCGCTGGTTTTTTATCCGTTATTTAGACCCACGTCCACATGTGCGTGTTCGCTTACACGGG

GATCCCGCCCGCTTGCGCGAAGTAGTATTGCCGGAACTTGCGCGCCGTGTCCGTGTAATGCGCGAGCGCGGCGCCATTCGT

AGTATGGCCCTTGACGTCTATGAACCGGAAACCGACCGTTACGCCGGACCGGACGCTTTGGTTGCTGCAGAGCGCTTATTC

ACTTTAGATTCGCGCTCGGCCTTGGCGCAACTTGGTATGCGTGCACGCGGAGGACTGGCGGTGCCCAACGAAGTCTTGATC

GCCGTCAACCACGCACTGTTGTTGGAGTCTCTTGGCGACTGGGATTGGTGTTCATGGGTGGTATCTGCTTTCGTGAAAGGT

CCCGCACAAACCGTATTTCGCCGTCACCGTCCCTTAGTTCGCGAACTTATTCGTCCTGGTCGTACAGCAGCCGCTGTTGAA

CAACGTCTTGGCGTTTCAGCTTTGGCTGACATGTGGACTCGCCCTGCCGAAGGCCGCGCATATGGACGTACGGTGCTTTCT

GATTCCGGCCGCCGCCCTGCGAATGCGCGTCACGAAAATGCATTATTAGGGTTGTTGCACATGCAACATAACCGCCTTTTG

GGCATTGACCGCGCTAGTGAGGGTCGTGGATATGCCATCTTACGCGGCATCGCTAGTGATCATCTTGGCCGCTTGGCACAC

CCTCCACGCCAGTGGCCTACTGATGTTGAAGGTGACCGTCGCGATGATGGATGA 

 

Anexo 3 

Secuenciación de LanB_6X colonia 1 

TACAATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCAAATGCGCCATTCCGAGC

ACGAGCACGGGCGCGGCGATGGCCCGCATGAAGGCTATGACGACGCCCGCGGAGATGAAGATACATACCGTCCTGCCGG

CCCCATCTTTGTTCGTATGGCTAGCGTGCCATGTGCAGAGCCCGAGCCTGATGCTGTCACCAGTTCTGCAGACCCAGCTGA

TGCGGAGACGCCCGCCGCTCTGCGCCGCGCTACAGCTGACCCTTTATTCCGTGAGGCTTTAGGAATCGCAGGCGGATCTCT

GTCAGCGGCGTTAGACCGTCTTGACGCGGGGATCGATCCCGGACCAAAACGCTTGCGCGGGATGGCGATGAGCGTATCTC

GCTACGCACTGCGCATGAGTGGACGTCCGACGCCTTTTGGCCTGTTCGCCGGGGTAGCAACCGGGCGCTTTGGCCCAAATG

CGCGTGTTGTGGTGCGTGGGCATGCTGCGAAGGCAGTTCGTCTGGACGCCGAACGTTTACACGAGCGTGTACAGGCGTGG

TTGGCACTTCCAGAAGTCCGCAGTCGCGTGGACGTGGTATTAAATGATTTGTCGCGCGTTCGTGATGGCCGTCTTATTCTG

CCCGGTCCAACTCGTGAGTTAAGCGTCCGCCACTCCGCGCTTGTGGAGCACGTTTGTGCGACCGTAACTCATCCTGTACCA

TATGAGTCAGTGTTGGACCGCACTGCCGAGGCATTTCCTGACGCGCCTCGTGATCGCCTGGACGCAGCGGTCGCGCAGCTG

CTGCGTTACGGCTTTCTGATTAGCTCAATTACCCCCCACCGTTTAGACGATGCGTTATTCGACCGCATCGCTGGCGCGATCG

AAGAGTTGCCCGAAGCCGCTGCCACTTTCCGCGCCACCCGTATTGCAGTACGTGAATACGAAAAAGTCCCACCAGGAGAA

GGAGGGGATGCATGGCGCCGCTTAACGGCTTTACTTGACCCGGATGCTGATACCGACCATCCCCCGGCCCAAGTGGACTT

ACGCATGGACGCTGATATTGTACTGCCTACCGCTGTGGGCGACGAGGCTGCTGCATACGCAGATGCGATGTGGGCACTTTC

GGACGCATGGGTCACTCATTTGCACATGCGTGACTATCGTGACCGTTTTTTGGATCGTTACGGAACCACCCGTCTGGTGCC

TCTGGCCGAGTTGGTGGATCCGCATCGTGGATTGGGTTTTCCTTCTGGCTATGAGGCCGCCCGTGCAGGGGGGGGCCCCGC

CCCAGACGATTACCGTGCCGACCGTGACCGTCGTGTCTTGACGGCAGAATTAGTACAAGAGGCGCTTCTGGGAGACGACC

GTGAGTTACGCCTTACGCCTGATTTGATCGAACGTCTGGCTGCCACAATGCGCCCTGAAGGGGATGTTCCAGCCCCCCCGC

CGAACAGTTTGGAGTTAAATTTGCAGTTATTAGCTGACGATACTGCAGCTCTTGACGAGGGCCGCTTTCGTTTGATTGGTT

CCGCTCAGGCTGGGTCCTGGCTGGCTGGCGCGATGACGGGCCGCTTTGCCGAGTTGACAGACATGACTGAAGAGCTTGCT

GGCCTTGTAGCTGCTGCAGCTGACCCCGGGACTGTTCCGGCCCAGATCTCATTCGCGCCGACAGGACGCCGTGCGCTGAAC

ATGTCTCAGGTACCGGAACTGCTGCCGTACCGCATTCCCGTCGGTATTCATGCTGATCGTAACGACCCACATTGTTTGGAC

TGGCGCGAGCTGTTGGTAGGTTTAGATCCAATTGGACTGACATTACTGATGCCGGACACGGGACGCCGCGTACTTCCAGTC

GTACCCCATATGGTGGCCTTGGATCACTGGGCTCCAGAAGTCGTTCGCCTTATGGTTGATATCGCGTTCGGGCGCAGCCGC

ACCTGGACCGGGTGGGATTGGGCCGGTCTTGAGGTACTGCCACAACTTCCCCGTGTTACGCACGGCCGCGTTGTAGCAGCC

CCCCGTCGCTGGATCCCGTCGCGCGCCATGCGCGCTAGTGTAGGCGAGCCTCGCGAATTTGACCGTGCCCTTCGCGAGTGG

AGTGATCGCTACGAAGTCCCCGATCGTGTGCAATTGGTCGACGGCGACCGCGCCCACGGGTTAGACCTGGACTCGGCATG

GCACCGCACGTTACTTCGCCATGAGATGCGTCGTAGCCGCATCGCCTTACTTGAAGACTTAACGGAACGCGGCCGCGGAT

GTGGTTGGGCTGCCGGACACCGCACCGAATTAGTAGTACCATTAGTTCGTCGTCGTCCTACGCGCACAACCCGCCCAGACG

TGCCCGCGGTGCCTGCTCGCATTCCGGCACCTTTGCCTGACCGCTATCATCTGCCCGGTGAGGATTGGTTGTTCGTCAAACT

GTACGCCATCCCAGGGACACATGACGAACTGCTTCGTACTCATCTGCCAACGCTGTTAGACACGGTAGGGGGGCATATTG

ACCGCTGGTTTTTTATCCGTTATTTAGACCCACGTCCACATGTGCGTGTTCGCTTACACGGGGATCCCGCCCGCTTGCGCGA

AGTAGTATTGCCGGAACTTGCGCGCCGTGTCCGTGTAATGCGCGAGCGCGGCGCCATTCGTAGTATGGCCCTTGACGTCTA

TGAACCGGAAACCGACCGTTACGCCGGACCGGACGCTTTGGTTGCTGCAGAGCGCTTATTCACTTTAGATTCGCGCTCGGC

CTTGGCGCAACTTGGTATGCGTGCACGCGGAGGACTGGCGGTGCCCAACGAAGTCTTGATCGCCGTCAACCACGCACTGT

TGTTGGAGTCTCTTGGCGACTGGGATTGGTGTTCATGGGTGGTATCTGCTTTCGTGAAAGGTCCCGCACAAACCGTATTTC

GCCGTCACCGTCCCTTAGTTCGCGAACTTATTCGTCCTGGTCGTACAGCAGCCGCTGTTGAACAACGTCTTGGCGTTTCAGC

TTTGGCTGACATGTGGACTCGCCCTGCCGAAGGCCGCGCATATGGACGTACGGTGCTTTCTGATTCCGGCCGCCGCCCTGC

GAATGCGCGTCACGAAAATGCATTATTAGGGTTGTTGCACATGCAACATAACCGCCTTTTGGGCATTGACCGCGCTAGTGA

GGGTCGTGGATATGCCATCTTACGCGGCATCGCTAGTGATCATCTTGGCCGCTTGGCACACCCTCCACGCCAGTGGCCTAC

TGATGTTGAAGGTGACCGTCGCGATGATGGATGA 

Anexo 4 

Secuenciación de LanC colonia 1 
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ATGACTGACGAGCGCCGTACCGACGTAGTGACGCCCACTCGTGGTGCAGGAGAACCCCCCCATGCAGAACGTGCGCGCGC

TACTGTTGCCCGCGTGCTGGATCGTTTGGCGGACCCGGCCGCCGTGGCTGATGATACAATCGCGATCGCGGCTCGCTCCTG

GGCACCTGAGTGCGCTTCTCCCTGGTCAGAATTGAGCTTGTCGAGCGGGTGCCCCGGGGTtTCACTGGCTTTCGGAGGCAC

TACTCCCCGCGGTCCGGAACACACAGTTCGTGCGCACGCCTATCTTAAGCGTGCAATGGAAGTCATGGCGCGTGAGGATTT

TCCGACTGGAGGGATGTTCGATGGCCCAGGTGCTGTCGCTGTGGCAACTCTTGTTGCGCATGAAGCAACGGGTGGCTATGT

AAGCGCACTTGCCCGCTTGGACGATCATCGTCGCCGTGTTATTCGCGCGACGTTGCCGCGCCCGCGCACGCATGTCCCCCT

TGTTTCTAACGCGGAGTTTGAaACaGTCCGTGGGTTATCCGGGATGGGTCGTTACTTGCTTGCGCGCGTTGATGGAGGCTCG

GGGACCGATGCCGGGATCGACGAGGTCCGTATGGTTTTATCTTATTTGGTGGGTCTGACCGAAGGTGAGATCACTCACCGT

GGGCGCCGCGTGCCACGCTGGTGGGCGTCGGGTGCGCCCAAAATTGGCCAGGAAGCGGATTTTCCCGCCGGTCACTTAAA

CCTTGGTTTAAGTCACGGCGTAGCTGGTCCTCTTGCGCTTTTGGCTTCGGCCTGGCGCGCCGGCGTGCGCGTGCCAGGTCA

CCAAGCTGCTATGGAGTCGTTAGTGGCCTTGTTGGTCCGTTGTGCGGTACCCACTGGCGAAGCgTTATGGTGGCCACCGTC

CTATTCTCTGGATCAATGGGCAGCGGGCTCACCTGGCCCCGACCCTCGTTTCCCACGCCCTTCATGGTGCTATGGTGTCCCG

GGAGTTAGCCGTGCCATTCAGTTAGCCGCGTTAGCACTTGATCGTCCGGATTGGCATGAATTGACGCGTCGCTCATTGATC

GGTCTGTTGGCTACACCTATTTCCGAGTGGGGAGTAGAGGACAGCGCTTTATGCCACGGCCGCGCAGGGTTGCTTCACTTA

TTAGGCTTGCTTGGTGAGCACGTAGATGACGCCCGCTTACCAGTCGTACGTGACGAGTTGGCAGCATTGATTCTTGATGGT

TACGACGATGAACACCGTTTTGGCTTCCGCGTGGCCATGACCGACGCTGCGGTGGGGGCAGACATTCCATCCTTCTTAGAA

GGAGCTGCAGGTGTGGCTTTAGCTCTGGACGCTTACGCAGAAGGACGTGCACGTGCAGGATGGGATCGTGTCCTGATGGT

AGCTTGA 

 

Anexo 5 

Secuenciación de LanC_6X colonia 1 

ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCAAATGACTGACGAGCGCCGTAC

CGACGTAGTGACGCCCACTCGTGGTGCAGGAGAACCCCCCCATGCAGAACGTGCGCGCGCTACTGTTGCCCGCGTGCTGG

ATCGTTTGGCGGACCCGGCCGCCGTGGCTGATGATACAATCGCGATCGCGGCTCGCTCCTGGGCACCTGAGTGCGCTTCTC

CCTGGTCAGAATTGAGCTTGTCGAGCGGGTGCCCCGGGGTtTCACTGGCTTTCGGAGGCACTACTCCCCGCGGTCCGGAAC

ACACAGTTCGTGCGCACGCCTATCTTAAGCGTGCAATGGAAGTCATGGCGCGTGAGGATTTTCCGACTGGAGGGATGTTC

GATGGCCCAGGTGCTGTCGCTGTGGCAACTCTTGTTGCGCATGAAGCAACGGGTGGCTATGTAAGCGCACTTGCCCGCTTG

GACGATCATCGTCGCCGTGTTATTCGCGCGACGTTGCCGCGCCCGCGCACGCATGTCCCCCTTGTTTCTAACGCGGAGTTT

GAaACaGTCCGTGGGTTATCCGGGATGGGTCGTTACTTGCTTGCGCGCGTTGATGGAGGCTCGGGGACCGATGCCGGGATC

GACGAGGTCCGTATGGTTTTATCTTATTTGGTGGGTCTGACCGAAGGTGAGATCACTCACCGTGGGCGCCGCGTGCCACGC

TGGTGGGCGTCGGGTGCGCCCAAAATTGGCCAGGAAGCGGATTTTCCCGCCGGTCACTTAAACCTTGGTTTAAGTCACGGC

GTAGCTGGTCCTCTTGCGCTTTTGGCTTCGGCCTGGCGCGCCGGCGTGCGCGTGCCAGGTCACCAAGCTGCTATGGAGTCG

TTAGTGGCCTTGTTGGTCCGTTGTGCGGTACCCACTGGCGAAGCGTTATGGTGGCCACCGTCCTATTCTCTGGATCAATGG

GCAGCGGGCTCACCTGGCCCCGACCCTCGTTTCCCACGCCCTTCATGGTGCTATGGTGTCCCGGGAGTTAGCCGTGCCATT

CAGTTAGCCGCGTTAGCACTTGATCGTCCGGATTGGCATGAATTGACGCGTCGCTCATTGATCGGTCTGTTGGCTACACCT

ATTTCCGAGTGGGGAGTAGAGGACAGCGCTTTATGCCACGGCCGCGCAGGGTTGCTTCACTTATTAGGCTTGCTTGGTGAG

CACGTAGATGACGCCCGCTTACCAGTCGTACGTGACGAGTTGGCAGCATTGATTCTTGATGGTTACGACGATGAACACCGT

TTTGGCTTCCGCGTGGCCATGACCGACGCTGCGGTGGGGGCAGACATTCCATCCTTCTTAGAAGGAGCTGCAGGTGTGGCT

TTAGCTCTGGACGCTTACGCAGAAGGACGTGCACGTGCAGGATGGGATCGTGTCCTGATGGTAGCTTGA 
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