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RESUMEN 

La aparición de la resistencia a los antibióticos ha provocado que se 

busquen nuevas dianas farmacológicas con el fin de desarrollar fármacos contra 

bacterias de interés médico. Una de estas bacterias es Staphylococcus aureus, 

uno de los principales patógenos para el ser humano. Ha surgido interés por 

estudiar la ATP sintasa en S. aureus debido a que el sector F1 de la enzima 

difiere al compararlo con el sector F1 de la misma enzima en humanos. 

Para lograr la purificación del sector F1 de la ATP sintasa de S. aureus y 

su posterior caracterización bioquímica, primero fue necesario realizar la 

clonación del gen que codifica para tal sector de la ATP sintasa. Para ello fue 

necesario aplicar técnicas de biología molecular. En primer lugar, se realizó la 

doble digestión del vector de clonación pET-28 c con las enzimas de restricción 

BamHI y NcoI, creando así un sitio de inserción para introducir el gen que 

codifica para el sector F1 de la ATP sintasa de S. aureus.  

Tanto el vector pET-28 c como el gen de interés, fueron purificados y 

cuantificados, obteniendo una concentración de 6 ng/μL y 35.2 ng/μL 

respectivamente. Posteriormente, se llevó a cabo la reacción de ligación 

utilizando la enzima T4 DNA ligasa, probando diferentes relaciones molares de 

inserto y vector. A partir de estas reacciones de ligación fueron transformadas 

células competentes de Escherichia coli DH5α, para lograr recuperar el plásmido 

recombinante. Finalmente, se verificó la construcción del plásmido recombinante 

mediante un mapeo de restricción utilizando diferentes pares de enzimas de 

restricción. 
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1. MARCO TEÓRICO 
1.1 Generalidades estructurales de la ATP sintasa 

La molécula de adenosín trifosfato (ATP) es la moneda energética universal de 

las células. El ATP es un nucleótido conformado por adenina unida a ribosa (adenosina) 

y por tres grupos fosforilo (-PO32-) unidos secuencialmente mediante un enlace 

fosfodiéster, seguido por dos enlaces fosfoanhídridos (Figura 1).1,2 

 
Figura 1. Estructura de la molécula de ATP. En color azul se encuentra el enlace fosfoéster y en 
color rojo los dos enlaces fosfoanhídridos. Se muestra la relación que hay con el adenosín 
difosfato (ADP), el adenosín monofosfato (AMP) y la adenosina. Figura tomada de Voet D et al., 
2016. 

El ATP y su importancia biológica radica en la energía que es liberada tras la 

ruptura de uno de sus dos enlaces fosfoanhídros, la cual es acoplada a otros procesos 

que la necesitan, como la biosíntesis de DNA, RNA, proteínas o la motilidad.1,3 La 

liberación de energía ocurre cuando un grupo fosfato es liberado o transferido a otro 

compuesto, produciendo ADP o, cuando se transfiere AMP, pirofosfato (P2O74-) (Figura 
2). En el caso de la molécula de ATP, la hidrólisis hacia ADP y fosfato inorgánico, en 

condiciones estándar, genera 30.5 kJ/mol (7.3kcal/mol). 2,3,4 
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Figura 2. Esquema de la síntesis e hidrólisis de ATP. Figura tomada de Voet D et al., 2016. 

Para mantener el ciclo energético en la célula, continuamente debe regenerarse 

el ATP a partir de ADP y fosfato inorgánico. La mayor parte de la síntesis de ATP, bajo 

condiciones aerobias, es realizada por la ATP sintasa, un complejo enzimático 

encargado de proporcionar a la célula la energía requerida para realizar todos sus 

procesos vitales, catalizando la unión de ADP y fosfato. Este complejo también es 

capaz de llevar a cabo la hidrólisis del ATP, por lo que también se denomina ATPasa.4,5 

Con un diámetro y peso molecular aproximadamente de 10 nm y 530 kDa, 

respectivamente, la F1F0 ATP sintasa es uno de los nanomotores biológicos más 

pequeños y se localiza en la membran plasmática de las bacterias, la membrana 

tilacoidal de los cloroplastos y la membrana interna de las mitocondrias, responsable de 

la producción de energía celular que se produce por oxidación o fosforilación.6,7 

La F1F0 ATP sintasa está altamente conservada y es estructuralmente similar en 

todas las especies. Se puede decir que el nanomotor está conformado a su vez por dos 

motores, los cuales están definidos por su polaridad. 1,6 El motor F1 o sector F1, es un 

complejo proteico soluble en agua, que en su forma más simple como en Escherichia 

coli, lo integran las subunidades α3β3γδε. Su función es catalizar la síntesis o hidrólisis 

de ATP mediante un mecanismo rotatorio. El motor F0 o sector F0, se encuentra 

integrado a la membrana, y en su forma bacteriana más simple tiene la composición de 

subunidades ab2c10−15.(Figura 3).1,5 
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Para la formación de ATP, el complejo enzimático utiliza la energía proveniente 

de la formación de un gradiente electroquímico compuesto de iones H+ o Na+ que son 

bombeados desde el compartimento contrario de donde se encuentra el sector F1. La 

ATP sintasa utiliza el movimiento de los iones a través de la membrana, acción 

realizada por el sector F0, a medida que fluye a favor del gradiente electroquímico, para 

impulsar la síntesis de ATP, tarea realizada por el sector F1. Por el contrario, las 

enzimas que actúan como bombas activas de H+ o de Na+ deben operar junto con la 

ATP sintasa para repolarizar la membrana.1,5 

 

Figura 3. Estructura de la ATP sintasa. Se muestran los dos sectores, F1, compuesto por las 
subunidades α y β que forman un hetero hexámero, las subunidades γ y ε forman el tallo central y 
la subunidad δ interactúa con las subunidades b; F0, compuesto principalmente por la subunidad 
c, un oligómero que forma un cilindro hueco, al que se le une la subunidad a y se ancla al rotor 
γδε gracias a la subunidad b. Figura adaptada de Ballmoos et al., 2009. 1,8 
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La estructura de rayos X reveló tres sitios catalíticos en las interfases de α y β, 

que presentan asimetría por diferente ocupación de nucleótidos, dos sitios contienen 

ATP o ADP y un sitio está vacío. En la síntesis de ATP, la subunidad γ gira en el 

sentido de las manecillas del reloj, impulsada por el gradiente electroquímico, mientras 

que en la hidrólisis de ATP la rotación de la subunidad γ va en antisentido de las 

manecillas del reloj.5,6 

1.2 Clonación bacteriana  

La unidad funcional de todas las formas de vida son las células. Los organismos 

simples como bacterias se encuentran como células individuales, mientras en 

organismos como plantas y animales están conformados por diversos tipos de células 

altamente organizadas con funciones específicas.9 Dentro de cada célula se encuentran 

un tipo de ácidos nucleicos, llamado ácido desoxirribonucleico (DNA), que constituyen 

el material genético que permite el almacenamiento y expresión de información 

genética.10 La unidad fundamental del DNA es el nucleótido, al cual lo constituye; un 

grupo fosfato, el monosacárido 2-desoxirribosa y una base nitrogenada, que puede ser 

una purina (adenina o guanina) o una pirimidina (timina o citosina). La molécula de DNA 

la integran dos cadenas complementarias de polinucleótidos formando una doble hélice 

enrolladas sobre un eje central (Figura 4).11,12 
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                A                                                                                   B 
Figura 4. Estructura del DNA. A. Representa la formación del nucleótido con la base nitrogenada 
adenina. B Muestra el apareamiento entre las purinas (azul) y pirimidinas (amarillas) a través de 
puentes de hidrógeno. Los nucleótidos forman la cadena mediante el enlace fosfodiéster, que se 
produce tras la unión del hidroxilo 3 ́ del monosacárido y el fosfato que se adhiere al hidroxilo 5 ́ 
del siguiente nucleótido. Figura tomada de Watson JD et al., 2016. 12,13  

 

La información contenida en el DNA permite la síntesis de proteínas exclusivas 

de una célula a través de los procesos de transcripción y traducción. Una molécula de 

DNA contiene numerosos segmentos con la información necesaria para su expresión, 

cada uno de estos segmentos es denominado gen, que es la unidad funcional del 

DNA.9 La síntesis proteica es altamente regulada y muchos de estos reguladores 

también son proteínas, que a su vez están codificadas por un conjunto de genes. 

Tomando en cuenta lo anterior, un gen incluye la secuencia que codifica para la 

proteína, así como las secuencias que están involucradas en la función regulatoria del 

proceso.9,11   

Hasta hace algunos años, el análisis del DNA era difícil debido al gran tamaño de 

la molécula. De la misma forma, el análisis molecular de las proteínas era sumamente 



 

 7 

complicado debido a la escasez y la dificultad para purificar una cantidad suficiente de 

proteína.10,14 Gracias al descubrimiento de las enzimas de restricción, fue posible 

seccionar grandes moléculas de DNA para posteriormente producir y analizar por 

separado cada fragmento.  

Las enzimas de restricción tienen la capacidad de cortar los enlaces fosfodiéster 

(fosfodiesterasas) de la cadena polinucleótida de los ácidos nucleicos en regiones 

específicas. Estas secuencias de reconocimiento en la molécula de DNA se denominan 

sitios de restricción.9,11 Encontramos aproximadamente 100 enzimas de restricción, 

cada una de ellas reconoce secuencias específicas de entre 4 a 8 pares de bases. 9,14 

Se pueden distinguir de acuerdo al corte que realicen en el DNA, por ejemplo, enzimas 

como BamHI que proviene de Bacillus amyloliquefaciens H15 y NcoI proveniente de 

Nocardia corallina16 cortan las hebras de DNA en diferentes sitios obteniendo 

fragmentos con extremos cohesivos, como se observa en la Figura 5; algunas otras 

enzimas como SmaI, extraída de Serratia marcescens17 y SspI extraída de Sphaerotilus 

species18 cortan ambas hebras de la molécula de DNA en un mismo eje dando como 

resultado fragmentos con extremos romos como muestra la Figura 6. 

 
Figura 5. Las enzimas BamHI y NcoI cortan la doble cadena de DNA en nucleótidos ubicados en 
diferente posición respecto al eje de simetría del sitio de restricción, generan extremos 
monocatenarios lo que facilita la interacción con otro fragmento monocatenario de secuencia 
complementaria dando como resultado la unión de diferentes fragmentos de DNA cortados con la 
misma enzima.     
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Figura 6. SmaI y SspI son enzimas de restricción, que a diferencia de BamHI y NcoI, cortan la 
doble cadena de DNA en el mismo eje, generando con ello extremos de doble cadena, por lo que 
la unión entre fragmentos de este tipo es más inespecífica.  
 

Cortar una secuencia de DNA con enzimas de restricción permite el aislamiento 

de un fragmento específico. Tal fragmento puede ser ligado en un vector de clonaje, 

una molécula de DNA cuya replicación es autónoma e independiente dentro de una 

célula. Dentro de los vectores más utilizados se encuentrean los plásmidos (Figura 7). 

Estas secuencias de doble cadena tienen su origen en el DNA circular 

extracromosómico que se encuentra de manera natural en bacterias.10 En la actualidad 

se pueden obtener comercialmente vectores de este tipo.19 Los plásmidos poseen una 

serie de elementos estructurales necesarios para realizar la clonación molecular. Deben 

ser capaces de replicarse dentro de la célula anfitriona, ya que en su secuencia poseen 

un origen de replicación que se une a la DNA polimerasa de la célula y el vector es 

replicado en cada división celular. Poseer marcadores de selección, generalmente un 

gen de resistencia a un antibiótico o que genera un fenotipo con el que se pueden 

diferenciar las células que incorporan el vector. También debe contener un sitio de 

clonación múltiple, que es una secuencia de DNA con sitios de reconocimiento para 

diversas enzimas de restricción.10,11 Los plásmidos utilizados en la expresión de 

proteínas contienen, además de los elementos ya mencionados, una secuencia 

promotora a la cual se le une el ARN polimerasa de la célula anfitriona. Finalmente, otro 

factor importante dentro del vector para expresión es el sitio de unión a ribosoma para 

facilitar la traducción del RNA mensajero.10 
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Figura 7. Mapa del vector pET-28 c (+) utilizado para la expresión de proteínas recoimbinantes en 
bacterias. Contiene elementos comunes de un plásmido como el origen de replicación, el 
marcador de selección que confiere resistencia a kanamicina, el sitio de clonación múltiple, el cual 
contiene secuencias que son reconocidas por enzimas de restricción, además del promotor T7/lac 
integrado por el promotor del bacteriófago T7 y el operador de lac, y el sitio de unión a ribosoma 
que facilita la traducción del RNA mensajero. Figura obtenida de SnapGene.20 

La unión del fragmento de DNA (DNA exógeno) con el vector forma DNA 

recombinante que puede ser replicado de forma independiente cuando es introducido 

en un organismo hospedero, generando organismos con aspectos genéticos 

idénticos.12 El proceso mencionado anteriormente es conocido como clonación del DNA 

o clonación molecular. Para llevar a cabo la técnica de clonación, es necesario preparar 

el vector de clonaje para que pueda incorporar el inserto de DNA, por tal motivo es 

necesario crear un sitio de inserción mediante enzimas de restricción. De igual forma el 

fragmento de DNA que será introducido en el vector debe ser tratado con las enzimas 

de restricción necesarias para favorecer la unión. Con ayuda de esta técnica molecular 

se puede obtener un gran número de copias de un gen o puede servir como paso 

previo para la expresión y purificación de proteínas.12  

La unión del DNA exógeno con el vector se lleva a cabo gracias a enzimas 

denominadas ligasas, como la T4 DNA ligasa, que catalizan la formación de enlaces 

fosfodiéster entre los extremos 5´fosfato y 3 ́hidroxilo en el DNA o RNA, a expensas de 

la hidrólisis de ATP (Figura 8). Las ligasas actúan con mayor eficacia en extremos 
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cohesivos, sin embargo, también actúa con menor porcentaje de efectividad en la 

ligación de extremos romos.9 

 

Figura 8. Representación de una ligación de dos segmentos de DNA por la T4 DNA ligasa. Figura 
creada en BioRender. 

La mezcla de la ligación puede usarse directamente para transformar células de 

organismos como bacterias, levaduras, hongos filamentosos y algunas algas 

unicelulares, capaces de brindar su maquinaria enzimática para producir, ya sea una 

secuencia de DNA, ARN o una proteína. E. coli es el microorganismo anfitrión más 

utilizado para la introducción de DNA recombinante debido a sus ventajas respecto a 

otros hospederos, como una cinética de crecimiento rápida, con un tiempo de 

duplicación aproximado de 20 minutos, se pueden lograr cultivos de alta densidad con 

facilidad, los medios para su crecimiento son económicos y disponibles y sobre todo el 

conocimiento sobre su fisiología.21,22 

El proceso de introducir DNA recombinante en el microorganismo que facilitará 

su replicación, es llamado transformación, y puede llevarse a cabo por diversos 

métodos, dependiendo el tipo de microorganismo involucrado y el objetivo de la 

clonación.9 Los métodos más comunes son la transformación química que consiste en 

tratar a las células previamente con una solución hipotónica de CaCl2, tras la incubación 

con CaCl2 las células son llamadas competentes, las cuales pueden incorporar 
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moléculas de DNA con mayor facilidad.10 Posteriormente las células competentes se 

someten a choque térmico lo que incrementa la permeabilidad de la membrana y 

aumenta la probabilidad de la introducción del DNA. La eficiencia de este método es de 

1x104 a 1x106 células transformadas por microgramo de la molécula de DNA.10,12 Otro 

de los métodos comunes es la transformación por electroporación, en este proceso las 

células son sometidas a breves pulsos eléctricos mayores de 1500 v/5ms, lo que 

provoca la desestabilización temporal localizada y ruptura de la membrana celular, 

siendo permeable a la entrada de moléculas de DNA. La eficiencia de este método es 

de 1x108 células transformadas por microgramo de molécula de DNA.10 De este modo, 

cuando las células que incorporaron el DNA se replican, también replica la molécula de 

DNA recombinante, que permitirá la expresión de una cantidad suficiente de proteína 

recombinante para su purificación y análisis.  

1.3 Reacción en cadena de la polimerasa in vitro 
 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es un método que amplifica de 

manera rápida una secuencia de DNA genómico o complementario. Esto se logra 

mediante la actividad de la enzima DNA polimerasa, que cataliza la formación de 

cadenas de DNA a través de una serie de ciclos de temperatura.10 En el pasado se 

realizaba esta reacción moviendo tubos a través de baños de agua, pero en la 

actualidad la temperatura se controla automáticamente usando termocicladores, como 

el que se muestra en la Figura 9.10,23 El método desarrollado en 1986 por el Dr. Kary 

Mullis surge ante la necesidad de obtener gran número de copias de un fragmento de 

DNA específico. 10 
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Figura 9. Termociclador Techne TC-512. Este equipo está diseñado para un control preciso de 
temperatura de las muestras, el rango de temperatura va de 4° C a 99° C. En la parte superior se 
colocan los tubos con la mezcla de reacción para llevar a cabo la PCR. Foto tomada en el 
laboratorio de Biología Molecular del Instituto de Química, UNAM.24  

 

En principio, es posible amplificar un segmento de DNA de cualquier fuente con 

esta técnica, siempre y cuando se tenga la información suficiente de la secuencia. La 

amplificación in vitro es muy similar a la replicación, donde hay una secuencia de DNA 

que funciona como molde y por complementariedad de bases, se sintetiza la cadena 

antiparalela en sentido 5 ́a 3´.10,25 Para realizar una PCR es necesario contar con la 

molécula de DNA, la cual servirá como molde o plantilla para que la secuencia de 

interés sea sintetizada. El DNA puede ser obtenido de cualquier muestra biológica, pero 

es importante que conserve su integridad. Con la mayoría de las técnicas disponibles 

de extracción de DNA se obtienen muestras de buena calidad. Por otra parte, la enzima 

DNA polimerasa es la encargada de catalizar la reacción, sintetizando la nueva cadena 

de DNA. La enzima más utilizada es la Taq DNA polimerasa aislada de Thermus 

aquaticus, una bacteria termofílica habitante de los géiseres.26,27 Se considera una 

enzima termoestable debido a que es capaz de mantener su funcionalidad a altas 

temperaturas. La concentración de Taq DNA polimerasa recomendada es de 1 a 2.5 U 

por reacción de PCR, tiene una tasa de error de 1x10-4 error/ nucleótido y es capaz de 

polimerizar 1000 nucleótidos en un minuto.10,25 
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Para que la reacción sea exitosa se requieren otros elementos como 

oligonucleótidos, cebadores o primers, desoxirribonucleótidos (dNTP´s), iones Mg2+ y 

un amortiguador.23,25 Los primers son secuencias específicas que delimitan la 

secuencia blanco que se desea amplificar en el DNA molde y se unen a este por 

complementariedad. Se utiliza un par de oligonucleótidos llamados forward o sentido, el 

cual es complementario y antiparalelo a la cadena 3´-5´ del DNA molde y da origen a 

una cadena en sentido 5´-3´; y reverse o antisentido, que es complementario y 

antiparalelo a la cadena 5´-3´ por lo que origina una cadena 3´-5´.10,25 El objetivo de los 

primers, además de flanquear la secuencia blanco, es el de proporcionar un extremo 3´, 

libre al cual la DNA polimerasa añade los nucleótidos mediante enlaces fosfodiéster. 

Generalmente el tamaño de los primers va de 15 a 25 nucleótidos, con un contenido de 

guanina-citosina no mayor al 55%. La concentración óptima de los primers para una 

reacción de PCR es de 0.3 a 1 μM, ya que el exceso de estos puede provocar 

formación de dímeros entre dos primers parcialmente complementarios o entre el 

mismo primer.10,23 Para la formación de las nuevas cadenas de DNA, son necesarios 

los dNTP´s, que dentro de la reacción funcionan como “ladrillos” para la construcción de 

las nuevas hebras.9 Los desoxinucleótidos, cuando no están formando cadenas de 

DNA, se encuentran en su forma trifosfatada, la cual brinda estabilidad a la molécula y 

proporciona el grupo fosfato para formar el enlace fosfodiéster cuando se une a otro 

nucleótido. La concentración de los dNTP´s en la mezcla de reacción va de 50 a 200 

μM, lo cual es suficiente para sintetizar de 6.5 a 25 μg de DNA.23,25,27 La solución 

amortiguadora utilizada en la reacción brinda el pH y la concentración de sales para un 

funcionamiento adecuado de la enzima. El amortiguador está compuesto por Tris-HCl y 

KCl, y tiene un pH de 8.4.10,27 Finalmente, el ion Mg2+, proporcionados como MgCl2, es 

un cofactor de la enzima DNA polimerasa que ayuda en la especificidad de la reacción. 

Una concentración de 1.5 a 2.0 mM es óptima para la mayoría de los productos de PCR 

generados con Taq DNA polimerasa.23,27  

Todos los componentes son colocados y mezclados en un tubo, donde se pone 

en marcha la reacción con la ayuda del termociclador, el cual genera los ciclos de 

temperatura. De forma general, la PCR se divide en tres etapas, la desnaturalización, la 

hibridación y la extensión. Primero, es necesario desnaturalizar la cadena del DNA 
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molde, es decir, separar o romper los puentes de hidrógeno que se forman entre los 

nucleótidos, lo cual se logra calentando la mezcla de reacción a 95° C durante 20 o 30 

segundos. Si la secuencia de templado contiene un gran porcentaje de G-C, será 

necesario aumentar el tiempo para romper los enlaces, debido a que estos nucleótidos 

forman tres puentes hidrógeno, por lo que requiere mayor energía. La finalidad es dejar 

libres las cadenas de DNA para la siguiente etapa.23,25,27  

Durante la etapa de hibridación, la temperatura se reduce de 45° C a 68° C 

aproximadamente, esto depende del par de primers. A esta temperatura ocurre la 

alineación de los oligonucleótidos con su secuencia complementaria del DNA molde 

(previamente separado) en el extremo 3´.23,27 

La etapa final de la PCR es la extensión, donde la DNA polimerasa cataliza la 

formación de cadenas complementarias agregando los dNTP´s en el sentido 5´a 3´. La 

temperatura óptima para el correcto funcionamiento de la enzima es de 72° C. Estas 

tres etapas conforman un ciclo en la amplificación de una secuencia de DNA. En una 

PCR, los ciclos van de 25 a 35, por lo que las etapas se repiten y con ello la variación 

de temperaturas hasta completar los ciclos programados. Una vez que los ciclos hayan 

terminado, la temperatura de extensión se mantiene por cinco minutos, permitiendo a la 

enzima terminar la extensión de los productos. Posterior a la extensión final, se 

programa un ciclo a 4° C por varias horas para conservar los productos antes de sacar 

los tubos del termociclador.23,27 En la Figura 10 se observa un esquema de una PCR. 
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Figura 10. Esquema que representa la amplificación de un gen por PCR. Se observa que a partir de 
una molécula de DNA después de tres ciclos obtienen ocho moléculas de DNA. Figura tomada de 
González A., 2019. 28 

 

1.4 Resistencia antimicrobiana de Staphylococcus aureus  
 

 Dentro de la familia Micrococcaceae se encuentra el género Staphylococcus, 

cocos Gram positivos no esporulados con un diámetro aproximado de 0.5 a 1.5 μm; 

tienen varios ejes de división por lo que forman grupos irregulares. Carecen de 

organelos de locomoción y son resistentes a la desecación por calor.28,29 

 Estos microorganismos son anaerobios facultativos, con excepción de 

Staphylococcus saccharolyticus, y utilizan la materia orgánica como fuente de carbono, 
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son quimioorganotróficos.28 Las condiciones de crecimiento óptimo para estas bacterias 

son 37±1° C y pH de 7.03±0.2. Una particularidad de la mayoría de las especies de este 

género es que pueden crecer a altas concentraciones de NaCl (9%).28,30 Debido a la 

producción de catalasa, se pueden diferenciar de otros géneros que igualmente son 

cocos Gram positivos, como Enterococcus sp y Streptococcus sp los cuales carecen de 

dicha enzima.31  

 El nombre proviene del griego staphyle (racimo de uvas) y kokkos (grano o 

semilla), fue dado por Alexander Ogston en 1882 tras observar las bacterias en 

muestras purulentas.32 Dos años más tarde, Anton J. Rosenbach logró aislar una cepa 

de  Staphylococcus con una pigmentación amarilla, que llamó Staphylococcus aureus, 

proveniente de la palabra latina aurum (oro).33 S. aureus es uno de los principales 

patógenos para el ser humano que forma parte de la microbiota de la piel y mucosa 

nasal, entre un 20% y 40% de la población en general es portadora de esta bacteria. Es 

un microorganismo oportunista causando infecciones principalmente en poblaciones 

susceptibles como niños, ancianos y pacientes inmunocomprometidos.30,34,35 Al ser una 

bacteria que posee factores de patogenicidad y virulencia como la producción de 

coagulasa, hialuronidasa, leucocidina, toxinas e invasividad,  cuenta con una gran 

capacidad de adaptarse a diferentes hábitats, convirtiéndola en el agente causal de 

numerosas infecciones, desde cistitis hasta el síndrome del choque tóxico. 28,29   

El uso extendido de antibióticos llevó a la aparición de cepas de S. aureus 

multirresistentes. Dos años después de la introducción de la penicilina, en 1940, fueron 

detectadas cepas de S. aureus en hospitales que eran resistentes al antibiótico gracias 

a la producción de betalactamasas.36 Posteriormente, alrededor de 1960, el 80% de las 

cepas de S. aureus que fueron adquiridas tanto en un hospital como en la comunidad 

presentaban resistencia a la penicilina. En los años 50, se comenzaron a usar 

antibióticos nuevos para combatir a este microorganismo, sin embargo, poco tiempo 

después varias cepas presentaban resistencia múltiple frente a penicilina, 

estreptomicina, tetraciclinas, cloranfenicol y eritromicina.35,36 La introducción en 1959 de 

la metilcilina, una penicilina semisintética resistente a las betalactamasas, permitió por 

un tiempo controlar las infecciones de S. aureus; sin embargo, para 1961 se reportaron 
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cepas de S. aureus resistentes a metilcilina (SARM), presentando además resistencia a 

otros betalactámicos. Este mecanismo de resistencia lo logra al modificar las proteínas 

de unión a penicilina (PBP), reduciendo así la afinidad para fijar el antibiótico. 36,37,38 

El uso irresponsable de antibióticos ha dado pie a la aparición de cepas 

multirresistentes, como es el caso de SARM. En los últimos años, la principal causa de 

muerte por infecciones relacionadas a la asistencia sanitaria, es la cepa SARM, a la 

cual se asocian aproximadamente 5400 muertes, además de un millón de pacientes 

hospitalizados.39 En Estados Unidos hubo un incremento en la cepa SARM de 4% a 

55% en hospitales de tercer nivel, en un periodo comprendido de 1980 a 2001.34  

Velazquez y colaboradores investigaron la presencia de la cepa SARM en 2345 niños 

de guarderías al norte y sur de la República Mexicana. Encontraron colonización por S. 

aureus en 10% de los niños y en 0.93% colonización por SARM.38 México cuenta con 

pocos estudios sobre la susceptibilidad antimicrobiana de SARM. En 1993, en el 

Hospital de León Guanajuato se identificó una resistencia global a la metilcilina del 

24%. Por otro lado, en el Hospital Civil de Guadalajara se reportó un aumento en la 

resistencia a oxacilina en S. aureus pasando del 7% en 1989 al 20% en 1998.34   En la 

actualidad, la cepa SARM se encuentra en todo el mundo y está desarrollando 

resistencia a otros antibióticos como glucopéptido y vancomicina.40  
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 

Staphylococcus aureus es un patógeno que causa una gran variedad de 

infecciones, sobre todo aquellas asociadas con la atención hospitalaria. Esta bacteria 

presenta una enorme capacidad de generar resistencia a los antibióticos. Por esta 

razón se buscan nuevas dianas farmacológicas que puedan combatir a este 

microorganismo. La ATP sintasa es una diana que recientemente se ha comenzado a 

explorar y se sabe que el sector F1 de esta enzima en S. aureus diverge con respecto 

al sector F1 de la enzima en humanos, por lo que existe una mayor probabilidad de 

inhibir de manera especie-específica. Con la finalidad de estudiar y poder probar 

moléculas que inhiban el sector F1 de S. aureus, se busca producirla de forma 

recombinante, para poder obtener su estructura por rayos X y subsecuente 

caracterización bioquímica. Una primera etapa de este reto es la clonación del gen 

codificante para el sector F1 de la ATP sintasa de S. aureus en un vector de expresión 

como el pET-28 c.  

3. HIPÓTESIS 
La clonación de la secuencia codificante del sector F1 de la ATP sintasa de S. 

aureus en el vector de expresión pET-28 c mediante el uso de enzimas de restricción, 

amplificación del gen por PCR y ligación permitirá obtener el ensamble de un plásmido 

capaz de expresar el complejo proteico. 

4. OBJETIVOS 
4.1 Objetivo general  

Clonar en el vector de expresión pET-28c un fragmento de 4800 pb del gen que 

codifica para el sector F1 de enzima ATP sintasa de Staphylococcus aureus. 

4.2 Objetivos específicos  
• Replicar, purificar y digerir el vector de expresión pET-28 c. 

• Amplificar mediante PCR, purificar y digerir el fragmento de 4800 pb que codifica 

para las subunidades del sector F1 de la ATP sintasa de S. aureus.  

• Comprobar la construcción del plásmido mediante dobles digestiones del 

plásmido obtenido del proceso de clonación.  
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5. MATERIAL Y MÉTODO 
 

5.1 Soluciones y reactivos  
 Los diferentes reactivos utilizados para la clonación del gen que codifica para el 

sector F1 de la ATP sintasa de S. aureus fueron adquiridos de Sigma Aldrich, Inc. y de 

New England Biolabs, Inc., y son indicados en la Tabla 1. 

 

Medio TB (Terrific Broth) Aforar a un litro de agua destila los siguientes 
reactivos:  
24 g de Extracto de levadura 
20 g de Triptona  
4 mL de Glicerol 
100 mL de Amortiguador de fosfatos  
Esterilizar en autoclave   

Medio SOC 2% de Triptona  
0.5% de Extracto de levadura  
10 mM NaCl 
2.5 mM de KCl 
10 mM MgCl2 

10 mM MgSO4 

20 mM de Glucosa  
Esterilizar en autoclave    

Amortiguador de fosfatos 10X 0.17 M de KH2PO4 

0.72 M de K2HPO4 
Esterilizar en autoclave  

Amortiguador TAE (Tris-acetato-

EDTA) 1X 

40 mM de Tris  
20 mM de Ácido acético  
1 mM de EDTA  
pH de 8.4  

Amortiguador de carga (6x) 15 % FicollR-400 
60 mM EDTA 
20 mM Tris-HCl 
0.5 mM SDS 
0.12 % Colorante 1 (rosa/rojo) 
0.006 % de colorante 2 (azul) 

Kanamicina  50 mg/mL 

Tabla 1. Soluciones y reactivos  
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5.2 Enzimas de restricción 
Las enzimas de restricción utilizadas en la creación de extremos cohesivos en 

vector de clonación pET-28 c como para el gen que codifica para el sector F1 de la ATP 

sintasa de S. aureus, además del mapeo restrictivo, fueron de la marca NEB (Tabla 2).   

Enzima Sitio de restricción 

BamHI HF15 

 

NcoI16 

  

NdeI41 

  

XbaI42 

  

EcoRI43 

  

NotI HF44 

  

SalI HF45 

  
Tabla 2. Enzimas de restricción utilizadas en el proceso de la clonación. Se indica su sitio de 
restricción.  

 

5.3 Purificación de DNA  
 

La extracción de ADN plasmídico a partir de cultivos de E. coli DH5α 

transformados se realizó con ayuda del kit Zyppy Plasmid Miniprep Kit (Zymo 

Research), siguiendo las instrucciones del fabricante, esto para poder tener suficiente 

pET-28 c.46 Mientras que la purificación del mismo vector de clonación después de la 

digestión fue realizada con el kit Zymoclean Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research), 

siguiendo las instrucciones del fabricante.47 Para la purificación de los productos de 

PCR, se utilizó el kit DNA Clean & Concentrator®-5 (Zymo Research) siguiendo las 

instrucciones del fabricante.48 
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5.4 Cuantificación de DNA  
 

La cuantificación de DNA se determinó con un espectrofotómetro de 

microvolúmenes de UV-Vis (Thermo Scientific™NanoDrop™ One/OneC), el cual solo 

requiere 1 µL de muestra para obtener una concentración con exactitud. Como blanco 

se utilizó agua libre de DNAsas.49 

5.5 Transformación de bacterias por choque térmico 

La transformación de la cepa Escherichia coli DH5α se realizó mediante el 
método de choque térmico, basado en el protocolo sugerido por New England Biolabs. 

Una alícuota de 50 µL de células competentes almacenadas a -70° C fueron 

descongeladas en hielo durante cinco minutos, pasado el tiempo se adicionó 1 µL del 

DNA plasmídico (28.2 ng), mezclando cuidadosamente, y se colocó en hielo por 20 

minutos. Una vez finalizado el tiempo, la alícuota fue incubada a 42 °C durante 40 

segundos en un equipo thermoblock (Accublock digital dry bath, Labnet, US) e 

inmediatamente después la alícuota se colocó en hielo por 5 minutos. Posteriormente 

se agregaron 200 μL de medio SOC y las células se dejaron recuperar durante una 

hora a 37 °C. Finalmente, 100 ml de las células fueron cultivados en placas con medio 

TB suplementado con 50 μg/mL de kanamicina, las placas fueron incubadas a 37° C 

por 24 horas.50 

 

5.6 Electroforesis en gel de agarosa al 1% 
 

Los geles de agarosa para realizar la electroforesis se prepararon de la siguiente 

manera: se pesó aproximadamente 0.4 g de agarosa y esta fue disuelta en 40 mL de 

amortiguador TAE 1X (para un gel de agarosa al 1% p/v). Para disolver la agarosa, se 

calentó en el microondas por intervalos de 20 segundos hasta que se observó una 

disolución transparente. Se montó la caja molde para hacer el gel, se colocó el peine 

para formar los pocillos y finalmente se vertió la agarosa disuelta. Se dejó solidificar 

aproximadamente por 20 min.  
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Una vez que el gel solidificó, se retiró el peine y el gel fue trasladado a la cámara de 

electroforesis llena con TAE 1X. Las muestras para cargar en los pocillos se realizaron 

como se indica a continuación: 3 μL de muestra + 1 μL de buffer de carga Gel Loading 

Dye, Purple (6X). Se colocaron 3 μL de marcador de peso molecular 1kb DNA Ladder 

GoldBio. Una vez aplicadas las muestras en el gel, la migración electroforética procedió 

a 90 Volts durante 60 minutos. 

Los geles de agarosa fueron teñidos en solución de bromuro de etidio por 6 

minutos. Posteriormente, se realizaron dos lavados con agua, de 8 minutos cada uno. 

Finalmente, el gel fue revelado con ayuda de un Fotodocumentador ChemidocTM XRS+ 

de Bio-rad. 

 

6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

6.1 Objetivo: Replicar, purificar y digerir el vector de expresión pET-28 c 
 

Una alícuota de 1 μL del vector de expresión pET-28 c fue proporcionada por la 

Dra. Patricia Cano Sánchez del Instituto de Química-UNAM (28.2 ng/uL), el cual es un 

vector utilizado para la clonación y expresión bacteriana de proteínas recombinantes. 

Cuenta con un promotor T7lac y proporciona el gen de resistencia a la kanamicina.20 

Para su replicación, fue utilizada la cepa de E. coli DH5α, igualmente proporcionada por 

la Dra. Cano. Esta cepa es la más utilizada en procesos de clonación y aislamiento de 

plásmidos con una eficiencia elevada; la cepa cuenta con dos mutaciones, recA1 y 

endA1, que dan mayor estabilidad al inserto y mejoran la calidad del DNA plasmídico.51 

Fueron transformadas células de E. coli DH5α mediante choque térmico con 1μL 

(28.2 ng) del mismo vector de expresión, pET-28 c. Posteriormente, se realizó la 

extracción de DNA plasmídico utilizando el kit QIA prep Spin Miniprep (Zymo Research), 

siguiendo las instrucciones del fabricante y eluyendo con 20 μL de agua libre de 

DNAsas. El plásmido fue cuantificado obteniendo una concentración de 29.2 ng/μL.  
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Para la linealización del vector y creación de extremos cohesivos NcoI y BamHI, 

se llevó a cabo la doble digestión con las enzimas de restricción NcoI y BamHI bajo el 

esquema de la Tabla 3. 

Componente  Cantidad 

NcoI 1 μL 

BamHI HF 1 μL 

pET-28 c (vector) 1 μg (35 μL) 

Buffer NEB 10X 5 μL 

Agua  8 μL 

Vol. total 50 μL 

Tabla 3. Mezcla de reacción para la doble digestión del vector pET-28 c. 

 

La mezcla de reacción se incubó a 37 °C durante toda la noche. Al terminar la 

incubación, el total de la mezcla de reacción fue sometida a electroforesis en gel de 

agarosa al 1 %, observando una banda de aproximadamente a 5000 pb (Figura 11). El 

peso molecular de la banda obtenida es similar al peso molecular teórico para el vector 

linealizado. 
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Figura 11. Digestión de pET-28c con las enzimas de restricción BamHI y NcoI. Se analizó la 
integridad del vector de expresión mediante un gel de agarosa al 1% revelado con bromuro de 
etidio. El carril M contiene el marcador de peso molecular 1kb, mientras que el  carril 1 contiene el 
producto de la digestión de pET-28 c con las enzimas de restricción descritas.  

 

A continuación, la banda fue cortada directamente del gel bajo luz UV (Figura 
12) y purificada mediante el kit Zymoclean Gel DNA Recovery (Zymo Research) 

siguiendo las instrucciones del fabricante, eluyendo en 20 μL de agua libre de DNAsas. 

Finalmente, el DNA plasmídico fue cuantificado obteniendo una concentración de 6 

ng/μL y su integridad fue verificada mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % 

(Figura 13). Se observó una banda de aproximadamente a 5000 pb, acorde al peso 

molecular de pET-28 c linealizado.  

 

 
Figura 12. Se observa el gel de agarosa bajo la luz UV antes (izquierda) y después (derecha) de 
cortar el fragmento que contenía el vector pET-28 c después de realizar la doble digestión con las 
enzimas de restricción BamHI y NcoI. 
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Figura 13. Vector de expresión linealizado y purificado. Una muestra de 3 μL de pET-28 c fue 
analizada en un gel de agarosa al 1% revelado con bromuro de etidio. En el carril M se colocó el 
marcador de peso molecular 1kb, en el carril 1 se encuentra la muestra de pET-28c purificado 
después de la doble digestión.   
 

 

6.2 Objetivo: Amplificar mediante PCR, purificar y digerir el fragmento de 4800 pb 
que codifica para las subunidades del sector F1 de la ATP sintasa de S. aureus. 
 

El plásmido ATPasa_pUC18 que contiene el gen para el sector F1 de la ATP 

sintasa de S. aureus (F1Sa), fue adquirido de la empresa GenScript USA Inc. Como se 

muestra en la Figura 14, las secuencias codificantes para cada subunidad, cada una 

con su respectivo codón de inicio y de paro, fueron separadas por un linker de diferente 

longitud, para permitir la sobreexpresión de todas las subunidades en un mismo 

sistema de forma independiente. 
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.

 
Figura 14. Gen que codifica para las subunudades del sector F1 de la ATP sintasa de S. aureus.  

 

Se diseñaron dos oligonucleótidos, directo FwATPasa y reverso RvATPasa. Para 

el diseño del primer FwATPasa se tomaron las primeras 32 bases de nucleótidos del 

extremo 5’ de la secuencia del gen completo y se agregó el sitio de reconocimiento para 

la enzima de restricción NcoI y una secuencia de bases extra (CATG) que promueve la 

actividad de la enzima de restricción, como se muestra en la Figura 15. Para el 

oligonucleótido RvATPasa, se tomaron las últimas 32 bases nucleotídicas del extremo 

3’ y se agregó un sitio de reconocimiento para la enzima de restricción BamHI y una 

secuencia de bases (CG) la cual promueve la actividad de la enzima de 

restricción. A continuación, se obtuvo la cadena complementaria y finalmente su 

reverso, como se observa en la Figura 16. 

 
Figura 15. Secuencia del oligonucleótido FwATPasa para montar la PCR. 
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Figura 16. Secuencia del oligonucleótido RvATPasa ´para montar la PCR.   

 

La amplificación del gen F1Sa se realizó mediante PCR tomando como plantilla 

el plásmido ATPasa_pUC18, utilizando los oligonucleótidos diseñados (FwATPasa y 

RvATPasa) y la polimerasa Q5 High-Fidelity 2XMaster Mix. Esta polimerasa presenta 

ciertas ventajas respecto a la Taq polimerasa convencional, como una alta fidelidad 

para lograr amplificación de genes largos, una tasa de error 280 veces menor, además 

de una mayor estabilidad a temperatura ambiente y una mayor resistencia frente a 

inhibidores que puedan estar presente en las muestras.52 

Los componentes de la mezcla de reacción para montar las reacciones de PCR 

son indicados en la Tabla 4. Las condiciones de reacción para la PCR (Tabla 5) fueron 

basadas en el protocolo para la polimerasa Q5 High-Fidelity 2X Master Mix, tomando en 

cuenta también la longitud del gen que fue amplificado, de 4880 pares de bases. Esto 

debido a que, al ser un gen grande, requirió más tiempo para la etapa de 

desnaturalización inicial. Para la etapa de extensión, el protocolo recomienda de 20 a 

30 segundos por cada 1000 pares de bases. Arbitrariamente, se tomó un tiempo de 25 

segundos por cada kilo base, dando un tiempo total de extensión de 2 minutos en cada 

ciclo. El número de ciclos se determinó a partir del promedio de los ciclos 

recomendados en el protocolo, que son de 25 a 35.  
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Componente  Cantidad 

Q5 High-Fidelity 
2XMaster Mix 

12.5 μL 

10μM FwATPasa  1.25 μL 

10μM RvATPasa  1.25 μL 

ATPasa_pUC18 1.5 μL 

Agua  8.5 μL 

Vol. total 25 μL 

Tabla 4. Componentes utilizados para montar la reaccion de PCR. Fue tomado como base 
el protocolo para la polimerasa Q5 High-Fidelity 2XMaster Mix. 

 

Etapa  Temperatura  Tiempo 

Desnaturalización inicial  98° C 1 minuto 

30 ciclos 

98° C 10 segundos 

72° C 30 segundos  

72° C 2 minutos  

Extensión final  72° C 5 minutos  

Almacenaje 4° C ---- 

Tabla 5. Condiciones de reacción para la amplificación del gen F1Sa a partir del plásmido 
ATPasa_pUC18.   

 

Con ayuda del servidor Tmcalcutador de NEB (www.tmcalculaneb.com), se 

determinó la temperatura de alineación como 72° C (Figura 17). La temperatura de 

alineación o hibridación permite a los oligonucleótidos alinearse con la secuencia 

complementaria del DNA molde y generalmente es de 5 a 10 ° C por debajo de la Tm de 

los oligonucleótidos. Para la polimerasa utilizada tiende a ser más alta si la 

comparamos con la Taq polimerasa tradicional, ya que pertenecen a una diferente 
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familia de polimerasas y la composición del buffer para Q5 favorece también 

temperaturas más altas. La calculadora de NEB incorpora toda la información y brinda 

una Tm óptima para el proceso.  

 
Figura 17. La temperatura de alineación fue calculada de acuerdo con la polimerasa y primers 
utilizados en el servidor Tm calculator de NEB. 
 

 El producto de la amplificación (amplicón) se analizó mediante electroforesis en 

gel de agarosa al 1%, tomando 2 μL como muestra.  En la Figura 18 se observa la 

amplificación en una de las cuatro reacciones de PCR montadas, se encuentra una 

banda de aproximadamente 4880 pb, acorde al peso molecular del gen F1Sa. A 

continuación, el amplicón fue mezclado y purificado mediante el kit Clean and 

Concetrator-5 (Zymo Research), siguiendo las instrucciones del fabricante y eluyendo 

con 20 μL de agua libre de DNAsas, obteniendo una concentración de 93.7 ng/μL.  



 

 30 

 

Figura 18. Análisis de la integridad del producto de las PCRs en gel de agarosa al 1% revelado con 
bromuro de etidio. El carril M es el marcador de peso molecular 1kb. En los carriles 1, 2 y 4 no se 
obtuvo amplificación del gen, sin embargo en el carril 3 se observa una banda de 
aproximadamente 5000 pb, que corresponde a un amplicón del gen F1Sa, de 4880 pb. Finalmente 
en el carril  5 se muestra del plásmido ATPasa_pUC18 que fue utilizado como plantilla para la 
amplificación. 

Los extremos cohesivos BamHI y NcoI en el amplicón F1Sa fueron creados 

mediante la doble digestión con las enzimas de restricción correspondientes siguiendo 

el esquema de la Tabla 6. 

Componente Cantidad 

NcoI 1 μL 

BamHI HF 1 μL 

Gen F1Sa (amplicón) 1 μg (11 μL) 

Buffer NEB 10X 5 μL 

Agua  32 μL 

Vol. total 50 μL 

Tabla 6. Mezcla de reacción para la doble digestión del gen F1Sa. 
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La mezcla de reacción fue incubada a 37 °C durante toda la noche. Finalmente, 

la purificación del gen se realizó con el kit Clean and Concetrator-5(Zymo Research) 

siguiendo las instrucciones del fabricante y eluyendo en 20 μL de agua libre de 

DNAsas. El DNA fue cuantificado, obteniendo una concentración de 35.2 ng/μL y su 

integridad verificada mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, Figura 19, 
tomando 2 μL de muestra.  

 

Figura 19. Para el análisis de la integridad del gen F1Sa posterior a la restricción enzimática, se 
realizó una electroforesis en un gel de agarosa al 1% revelado con bromuro de etidio. El carril M 
contiene el marcador de peso molecular 1kb, el carril 1 continene a pET-28 c linealizado (5271 pb) 
y el carril 2 es la muestra del gen F1Sa purificado y digerido (4880 pb). 

6.3 Clonación del gen F1Sa en el vector pET-28 c  
 

Una vez que se obtuvieron los fragmentos de interés, se realizó la ligación de 

éstos. Para favorecer el resultado, cuando se coloca la reacción de ligación, se 

recomienda configurar múltiples reacciones con diferentes proporciones molares de 

inserto:vector, generalmente se colocan relaciones molares de 1:1 a 5:1.53 Para montar 

el experimento se tomaron tres relaciones molares únicamente, 2:1, 3:1 y 5:1. Los 

cálculos se realizaron en el servidor NEBioCalculator utilizando los valores que se 

muestran en la Figura 20. También se colocó una autoligación (SL) para tener un 

control negativo.   
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Figura 20. Valores utilizados para el cálculo de las relaciones molares para las reacciones de 
ligación. Se resaltan en rojo las tres relaciones molares utilizadas.  

El esquema utilizado para montar las reacciones de ligación se muestra en la 

Tabla 7, fueron mezcladas y posteriormente incubadas a 4° C durante toda la noche.  

 

Inserto:Vector 2:1 3:1 5:1 SL 

T4 ligasa 1 μL 1 μL 1 μL 1 μL 

Buffer T4 ligasa 10X 2 μL 2 μL 2 μL 2 μL 

pET-28 c (Vector) 3  μL 
(20 ng) 

3  μL 
(20 ng) 

3  μL 
(20 ng) 

3  μL 
(20 ng) 

Gen F1Sa (amplicón) 1 μL  
(35 ng) 

2 μL 
(70 ng) 

3 μL 
(105 ng) 

------ 

Agua 13 μL 12 μL 12 μL 15 μL 

Vol. total 20 μL 20 μL 20 μL 20 μL 

Tabla 7. Esquema utilizado para montar las reacciones de ligación a diferentes relaciones molares, 
en la reacción de autoligación no se adicionó inserto. 

 

Las reacciones de ligación fueron utilizadas para llevar a cabo la transformación 

de células químicamente competentes de la cepa E. coli DH5α mediante la técnica de 

choque térmico. Por cada ligación fue transformada una alícuota de 50 μL de células 

competentes, adicionando 10 μL de la reacción de ligación. Posterior a la 

transformación, las células se cultivaron en placas con medio TB suplementado con 50 
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μg/mL de kanamicina y fueron incubadas a 37 °C por 24 h. Terminado el tiempo de 

incubación, como se observa en la Figura 21, hubo crecimiento de clonas en todas las 

placas, excepto en donde la cepa fue transformada con el producto de la reacción de 

autoligación. 

 

 

Figura 21. Crecimiento de colonias de E. coli DH5 alfa transformadas con las reacciones de 
ligación. Se pueden observar varias clonas en las primeras tres placas donde la transformación se 
realizó con las ligaciones 1:2,1:3 y 1:5 respectivamente, a diferencia de la placa 4, donde la 
transformación se realizó con la autoligación (SL) y no se observan colonias. Se señalan en un 
círculo rojo las colonias que fueron tomadas para extraer el DNA plasmídico.  

Para el escrutinio de las clonas positivas se llevó a cabo la extracción de DNA 

plasmídico de tres clonas. Para ello, parte de la colonia fue tomada y cultivada en 5 mL 

de medio TB líquido suplementado con 50 μg/mL de kanamicina. Los cultivos fueron 

incubados a 37 °C por 24 h. La extracción del DNA plasmídico fue realizada mediante el 

kit QIA prep Spin Miniprep (Zymo Research), siguiendo las instrucciones del fabricante 

y eluyendo con 20 μL de agua libre de DNAsas. La integridad del DNA plasmídico fue 

verificada mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (Figura 22). 



 

 34 

 
Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa al 1% revelado con bromuro de etidio, mediante el cual 
se realizó el análisis del DNA plasmídico extraído de las colonias seleccionadas.  Carril M contiene 
el marcador de peso molecular 1kb, los carriles del 1 al 3 contiene muentras de DNA plasmídico 
extraído de las diferentes colonias señaladas en la Figura 21.  

6.4 Objetivo: Comprobar la construcción del plásmido mediante dobles 
digestiones. 
 

Para verificar la construcción del plásmido recombinante se realizó un mapeo de 

restricción utilizando tres pares de enzimas bajo el esquema de la Tabla 8: 

Digestión 1 Digestión 2 Digestión 3 

NdeI 0.2 μL EcoRI 0.2 μL NotI HF 0.2 μL 

XbaI  0.2 μL NdeI 0.2 μL SalI HF 0.2 μL 

pET-28 c-F1Sa 
(Construcción) 

1.5 μL pET-28 c-F1Sa 
(Construcción) 

1.5 μL pET-28 c-F1Sa 
(Construcción) 

1.5 μL 

Buffer NEB 10X 1 μL Buffer NEB 10X 1 μL Buffer NEB 10X 1 μL 

Agua  7.1 μL Agua 7.1 μL Agua 7.1 μL 

Vol. total 10 μL Vol. total 10 μL Vol. total 10 μL 

Tabla 6. Esquema con el cual se realizó el análisis del DNA plasmídico producto de la clonación 
del gen F1Sa en pET-28 c. 
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Las mezclas de reacción fueron incubadas a 37° C por una hora. Una vez 

terminado el tiempo establecido, las reacciones de digestión fueron analizadas 

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, el cual se muestra en la Figura 23.  

 
Figura 23. Análisis de la construcción del plásmido pET-28 c-SaF1. Los productos de la digestión 
se analizaron mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1%, revelado con bromuro de 
etidio. El carril M es el marcador de peso molecular 1kb. El carril 1 contiene el producto de la 
digestión realizada con las enzimas de restricción NdeI y XbaI, se observa una banda ligeramente 
arriba de 8000 pb y otra por encima de 1500 pb. El carril 2 es la digestión realizada con las 
enzimas de restricción EcoRI y NdeI, se obtuvieron dos bandas, una de 6000 pb y otra de 3000 pb 
aproximadamente. Finalmente, el carril 3 contiene la digestión realizada con las enzimas NotI HF y 
SalI HF, se observa una banda muy clara cerca de 10000 pb y otra banda no tan clara 
aproximadamente a 500 pb. 

 

Se realizó una simulación de la clonación utilizando el software Snap Gene para 

comparar los resultados obtenidos experimentalmente. El mapa del vector pET-28 c 

que se muestra en la Figura 7 fue obtenido en el sitio web  www.snapgene.com; 

mientras que el mapa del gen fue proporcionado por la misma empresa que diseñó el 

plásmido ATPasa_pUC18, GenScript USA Inc. La Figura 24 es una representación de 

cómo se llevó a cabo la clonación en Snap Gene, la imagen fue generada por el mismo 

software. De igual forma que en la parte experimental, se generó el amplicón del gen 

que codifica para el sector F1 de la ATP sintasa de S. aureus tomando como plantilla el 
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plásmido ATPasa_pUC18 utilizando los oligonucleótidos FwATPasa y RvATPasa. 

Posteriormente, tanto el producto de la PCR como el vector pEt-28 c, fueron digeridos 

con las enzimas BamHI y NcoI para generar los extremos cohesivos y finalmente llevar 

a cabo la ligación de ambos fragmentos de DNA. 

 

Figura 24. La clonación del sector F1 de la ATP sintasa de S. aureus fue simulada en Snap Gene, 
generando la construcción plásmido pET-28 c-F1Sa con un total de 10158 pb. 

 

Una vez obtenida la construcción del plásmido pET-28 c- F1Sa (Figura 25), se 

simuló un mapeo de restricción en gel de agarosa al 1% utilizando los tres pares de 

enzimas de la parte experimental (Tabla 6). En la Figura 26, se presenta el gel de 
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agarosa generado en Snap Gene tras la digestión con los pares de enzimas 

correspondientes, el cual fue comparado con el gel de agarosa (Figura 23) que se 

obtuvo experimentalmente.  

 
Figura 25. Mapa de la construcción del plásmido. El gen que codifica para la ATP sintasa de S. 
aureus fui introducido en el vector de expresión pET-28 c entre los sitios de restricción BamHI y 
NcoI. El peso final del plásmido es de 10158 pares de bases que es corroborado a través de una 
electroforesis en gel de agarosa al 1%.  Se puede observar en el plásmido a las 5 subunidades del 
sectro F1 de la ATP sintasa. Por otro lado el plásmido contiene los elementos propios de pET-28 c, 
que permitirán la expresión del gen.  



 

 38 

 

A)        B)  
Figura 26. A) Gel de agarosa al 1% simulado en Snap Gene. MW: Marcador de peso molceular. 
Carril 1 se encuentran dos fragmentos de DNA tras ser digerido con NdeI y XbaI. Carril 2 resultado 
de la digestión con NdeI y EcoRI. Carril 3 corte realizado con NotI y SalI.  B) Se presenta 
nuevamente la Figura 23 para poder comparar el mapeo de restricción.  

 

A partir de la construcción obtenida, se realizó nuevamente una transformación de 

células E. coli DH5α para lograr obtener una mayor cantidad del plásmido, siguiendo las 

técnicas anteriormente descritas. Al final se obtuvieron 40 μL del plásmido con una 

concentración de 26.4 ng/μL, el cual fue almacenado a -20 °C para que posteriormente 

sea utilizado en pruebas de expresión. La integridad del plásmido fue corroborada por 

medio de electroforesis en gel de agarosas al 1% (Figura 27). 
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Figura 27. Verificación de la construcción del plásmido. Gel de agarosa al 1% revelado con 
bromuro de etidio. Carril M es el marcador de peso molecular, en el carril 1 y 2 se observa el DNA 
plasmídico con un peso molecular de 10 kb.  
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7. CONCLUSIONES 

● El vector de expresión pET-28 c fue replicado y purificado con éxito 

transformando células competentes de E. coli DH5α. 

● Utilizando los oligonucleótidos FwATPasa y RvATPasa fue posible amplificar el 

gen que codifica el sector F1 de la ATP sintasa de S. aureus, sin embargo no se 

puede asegurar que el protocolo utilizado tiene una alta eficiencia debido a que 

no todas las reacciones de PCR montadas fueron positivas. 

● Haciendo uso de técnicas de biología molecular se logró la clonación del gen que 

codifica para el sector F1 de la ATP sintasa de S. aureus en el vector de 

expresión pET-28 c, demostrando la viabilidad de estas técnicas para manipular 

y estudiar gener de interés. 

● La verificación de la construcción del plásmido recombinante mediante dobles 

digestiones confirma la correcta inserción del gen de interés en el vector, un 

paso importante para investigaciones futuras que podrían contribuir al 

entendimiento de la biología y la fisiología de S. aureus, así como a la búsqueda 

de posibles blancos terapéuticos para combatir la resistencia antimicrobiana 

asociada a esta bacteria. 

 

8. PERSPECTIVAS 

● Secuenciar la construcción del plásmido recombinante para confirmar la correcta 

inserción del gen de interés y verificar la integridad de la construcción molecular. 

● Realizar pruebas de expresión en células E. coli BL21 para purificar la proteína 

correspondiente al sector F1 de la ATP sintasa de S. aureus. 

● Desarrollar protocolos de purificación de la proteína expresada para llevar a cabo 

su caracterización bioquímica y estructural, lo que permitirá comprender mejor su 

función y propiedades. 

● Realizar ensayos para evaluar la capacidad de moléculas inhibidoras de 

interactuar con el sector F1 de la ATP sintasa de S. aureus, con el objetivo de 

identificar posibles compuestos con potencial actividad antimicrobiana. 
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