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Resumen 
 

En los últimos años la resistencia bacteriana a los medicamentos (RAM) ha sido un 

problema de salud pública que se ha ido incrementando exponencialmente. Se estima para 

las siguientes décadas un mayor número de muertes asociadas a microorganismos 

multidrogo-resistentes, hasta alcanzar cifras alrededor de los diez millones de decesos 

mundiales, superando a enfermedades como el cáncer. En contraparte, la investigación y 

el desarrollo de nuevos medicamentos se ha estancado, por lo que resulta de vital interés 

la investigación de nuevas moléculas con actividad antibacteriana. Los lantipéptidos han 

llamado la atención dada su potencial actividad antibacteriana contra patógenos de interés 

clínico, sobre todo aquellos englobados en el grupo ESKAPE (Enterococcus faecium, 

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas 

aeruginosa y Enterobacter spp.). Estos son péptidos pequeños producidos ribosomalmente 

y modificados postraduccionalmente y su uso se visualiza como una estrategia prometedora 

contra la RAM. Los clústeres de genes biosintéticos (BGC) de lantipéptidos pueden ser 

aislados de diversos organismos vivos provenientes de distintas fuentes ecológicas; entre 

los que podemos mencionar a los endófitos, que son microorganismos que crecen en el 

interior de las plantas. El objetivo de este proyecto fue la identificación de un clúster de 

genes biosintético inédito productor de un lantipéptido en un microorganismo endófito 

aislado de la planta Amphipterygium adstringens. Se identificó un clúster de posibles genes 

biosintéticos de un lantipéptido clase II en el genoma del endófito Embleya sp. NF3, se 

realizó la caracterización bioinformática de los genes responsables de la producción del 

lantipéptido y se determinó que este BGC puede producir un péptido novedoso con 

potencial actividad antibacteriana. Se llevó a cabo la clonación del gen biosintético lanA y 

se probó su expresión en el hospedero heterólogo Escherichia coli mediante la técnica cell-

free. En este proyecto se logró identificar un BGC novedoso a partir de un endófito no 

estudiado, además se realizó la clonación del gen que da origen al péptido precursor, y este 

servirá como base para futuros proyectos en los que se pruebe la actividad antibacteriana 

del lantipéptido maduro.   
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Marco teórico 
 

I. Resistencia bacteriana a los antibióticos  
 

Los antibióticos son sustancias químicas que impiden el desarrollo o favorecen la muerte 

de bacterias y se utilizan para tratar o prevenir infecciones en situaciones clínicas y 

veterinarias (Nelson et al., 2019). El uso indiscriminado de estos medicamentos ha 

resultado en la aparición de resistencia a antibióticos, considerada como una crisis mundial 

y que se reconoce como un problema importante en el tratamiento de infecciones 

microbianas (Kapoor et al., 2017). Este es un proceso en el que un agente antimicrobiano 

ya no es eficaz contra una bacteria, aunque previamente podía eliminarla (Nelson et al., 

2019). El costo de la resistencia es inmenso, tanto económicamente como para la salud y 

la vida de las personas. Se ha estimado que a nivel mundial aproximadamente 700 000 

muertes se encuentran asociadas a la resistencia a los antibióticos y esto podría aumentar 

a 10 millones por año para 2050, con un costo de alrededor de £ 60 billones (O´Neill, 2016). 

A los microorganismos que comúnmente muestran mecanismos de resistencia a por lo 

menos tres antibióticos se les conoce como multidrogo-resistentes (MDR). Dentro de esta 

clasificación se encuentra el grupo denominado ESKAPE (Enterococcus faecium, 

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas 

aeruginosa y Enterobacter spp.). Este grupo se considera una de las amenazas más graves 

en el problema de resistencia bacteriana (Kon & Rai, 2016), y comúnmente se encuentran 

asociados a infecciones nosocomiales que conducen a un alto riesgo de muerte, así como 

un mayor costo económico (Yu-Huan et al., 2019). En 2019, el Centro de Control y 

Prevención de Enfermedades de los Estados Unidos (CDC), publicó una lista de patógenos 

para los cuales es necesaria la investigación de nuevas terapias que sean efectivas para el 

tratamiento de infecciones provocadas por estos microorganismos, y dentro de la cual, 

ESKAPE es designado como una necesidad prioritaria. Además, la investigación y 

desarrollo de nuevos medicamentos que atiendan esta problemática ha ido disminuyendo. 

La FDA reportó la aprobación de tan sólo 9 fármacos antimicrobianos entre 2018 y 2019 

(Figura 1; Andrei et al., 2019) por lo que existe aún la necesidad inherente de desarrollar 

nuevas estrategias que ayuden a sobrellevar esta problemática.  
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Figura 1. Fármacos aprobados por la FDA entre 2003-2019. Modificado de Andrei et 
al. (2019). 

 

II. Actinobacterias: fuente de productos naturales 
 

Un grupo de compuestos que han sido utilizados como el pilar del descubrimiento de 

moléculas bioactivas con importantes aplicaciones clínicas, han sido los productos 

naturales (PN). Estos son compuestos químicos producidos por organismos vivos como 

bacterias, hongos, plantas y algunos animales marinos, cuya variedad de actividades 

biológicas es consecuencia de su diversidad estructural (Sorokina & Steinbeck, 2020).  

Específicamente para el grupo de hongos y bacterias, a los PN comúnmente se les 

denomina metabolitos secundarios, debido a que son principalmente producidos en la fase 

estacionaria de su crecimiento. Se sabe que estos no son necesarios para el crecimiento 

del organismo productor en condiciones de laboratorio, pero que proveen ventajas 

adaptativas en su ambiente natural (Katz & Baltz, 2016). Más de 23,000 productos naturales 

han sido caracterizados, en donde alrededor del 40% fue identificado en actinobacterias y 

específicamente el género Streptomyces (Figura 2) ha sido el productor del 80% de los 

metabolitos aislados de este grupo microbiano (Bérdy, 2012). 
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Figura 2. Algunos ejemplos de fármacos y compuestos aislados de Streptomyces, y 
sus blancos de acción. Modificado de Jose et al. (2021). 
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Estos compuestos interactúan con sus objetivos celulares con alta eficiencia y selectividad 

y, además, poseen características intrínsecas que les permiten penetrar barreras celulares 

bacterianas con facilidad (Wright, 2017). La actividad biológica más habitual relacionada a 

los PN es su actividad antimicrobiana (Katz & Baltz, 2016), aproximadamente 200 de los 

PN se han utilizado directamente como fármacos (Dan & Dai, 2020) lo que resalta el interés 

en el estudio de este grupo de compuestos.  

Actualmente, se ha demostrado que cada cepa puede llegar a producir de 25 a 75 

metabolitos secundarios, la mayoría de los cuales no han sido caracterizados (Belknap et 

al., 2020: Lee et al., 2020) lo que demuestra que este grupo todavía no ha sido aprovechado 

en su totalidad y que aún se pueden aislar compuestos con interesantes actividades 

biológicas.  

II.I Microorganismos endófitos  
 

En los últimos años se han aislado actinobacterias de fuentes distintas a su hábitat natural, 

específicamente llama la atención la interacción que este grupo bacteriano puede formar 

con organismos superiores como algunos animales marinos, insectos y plantas. 

Específicamente a estos últimos se les conoce como microorganismos endófitos, los cuales 

pueden crecer dentro de los tejidos vegetales y no causar ningún daño aparente a sus 

hospederos (Khare et al., 2018).  

La relación entre la planta huésped y el microorganismo endófito puede reflejar una 

interacción compleja en la que se comparten distintos mecanismos atribuibles a uno de los 

organismos (Figura 3). Se estima que las 300,000 especies de plantas que se han descrito 

en el planeta poseen al menos uno o más endófitos (Afzal et al., 2019). En un estudio 

realizado por Yu et al. (2010) se realizó una comparación de los compuestos con actividad 

antimicrobiana aislados de distintas fuentes, donde se observa que las plantas medicinales 

son un excelente productor de estas sustancias bioactivas (Figura 4); aunque en dicho 

estudio se concentró el interés en los hongos endofíticos, no se puede pasar de largo el rol 

que juegan estas plantas como fuente valiosa de compuestos bioactivos, ya que se conoce 

que los endófitos de plantas medicinales pueden estar involucrados en los efectos 

terapéuticos de su hospedero al poder participar en las vías metabólicas del mismo, lo que 

mejora su propia bioactividad o incluso, se adquieren genes para producir algún compuesto 

similar al del hospedero (Golinska et al., 2015). 
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Figura 3. Los microrganismos endófitos como fuente prometedora de diversos 
compuestos bioactivos. Elaboración propia. 

 

Además de estas cualidades, la asociación planta-microorganismo proporciona diversos 

efectos benéficos para la planta entre los que destaca la modulación indirecta del 

crecimiento del hospedero relacionado a la inhibición de fitopatógenos, al ser productores 

de algunas sustancias como toxinas, sideróforos, enzimas líticas y antimicrobianos (Afzal 

et al., 2019). Estudios del genoma de algunos endófitos han demostrado la presencia de 

genes involucrados en la síntesis de compuestos antimicrobianos (Santoyo et al., 2016), 

por lo que se considera que estos microorganismos también tienen el potencial de producir 

metabolitos especializados o compuestos con actividad biológica con capacidad de 

explotarse en la industria farmacéutica (Singh et al., 2017). 

Específicamente, las actinobacterias aisladas de plantas medicinales pueden llegar a 

albergar una gran diversidad de clústeres de genes biosintéticos debido a las adaptaciones 

naturales que genera el microambiente en donde se encuentra, lo que aumenta la 

posibilidad de obtener compuestos novedosos de este nicho ecológico (Golinska et al., 

2015). 
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Figura 4. Proporción de compuestos con actividad antimicrobiana aislados de 
distintas fuentes vegetales. Modificado de Yu et al. (2010). 

 

III. Bacteriocinas  
 

En la actualidad se han descrito numerosas familias de PN, pero un grupo al que se ha 

mostrado especial interés son las bacteriocinas, pues de manera industrial se han utilizado 

bajo distintos enfoques, ya sea como bioconservantes naturales en la industria alimenticia, 

o como agentes antimicrobianos en el ámbito clínico (Fahim et al., 2016). Estos son 

producidos por bacterias que viven en un entorno polimicrobiano competitivo y que son 

utilizadas para competir con otras especies de bacterias estrechamente relacionadas 

(Simons et al., 2020). Este grupo está conformado por péptidos antimicrobianos 

sintetizados ribosomalmente. Debido a la gran diversidad que presentan las bacteriocinas, 

se suelen clasificar de acuerdo con el microorganismo productor ya sean Gram positivos, 

Gram negativos o arqueas. Las bacteriocinas producidas por microrganismos Gram 

positivos a su vez, se dividen de acuerdo con distintas características estructurales, 

funcionales y genéticas en cuatro clases principales (Simons et al., 2020). En la clase I y II 

se engloba a aquellos péptidos pequeños con peso menor a 5 kDa; en la clase III se engloba 

a aquellas bacteriocinas con peso superior a 30 kDa, mientras que en la clase IV se 

clasifican aquellos péptidos cíclicos. La diferencia distintiva entre los péptidos de la clase I 

y II recae en las modificaciones postraduccionales presentes en las bacteriocinas de la 

clase I y ausentes en los representantes de la clase II.  
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III.I   Lantipéptidos  
 

Las modificaciones postraduccionales en las bacteriocinas de clase I hacen referencia al 

producto de dos procesos que se efectúan en los péptidos precursores de estas 

bacteriocinas (Figura 5), también es la razón por la que a esta clase de bacteriocinas se les 

clasifica también como péptidos producidos ribosomalmente y modificados 

postraduccionalmente (RiPPs). La primera modificación corresponde a una deshidratación 

de los aminoácidos serina (Ser) y treonina (Thr), lo que genera dehidroalanina (Dha) y 

dehidrobutirina (Dhb), respectivamente (Figura 5a). Posteriormente, sufren un ataque 

nucleofílico por el grupo tiol (-SH) de los residuos de cisteína (Cys) presentes en la 

secuencia aminoacídica del propio péptido (reacción de ciclación), dando origen a las 

estructuras de lantionina (Lan) y 3-metil-lantionina (MeLan) (Figura 5b), que son típicas de 

esta clase de bacteriocinas (Van der Donk & Nair, 2014).  Debido a estas características 

estructurales, a los miembros de este grupo se les denomina comúnmente como 

lantipéptidos o lantibióticos, cuando presentan actividad antibacteriana. Las modificaciones 

postraduccionales generan un péptido reticulado que les confiere a estas moléculas 

resistencia a amplios rangos de pH, temperatura, oxidación y proteólisis (Ríos et al., 2016).  

 

 

Figura 5. Estructura de las modificaciones postraduccionales características del grupo 
de los lantipéptidos. Modificado de Van der Donk & Nair, 2014. 

 

5a 5b 
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Los lantipéptidos han sido objeto de estudio durante varias décadas. Dada sus 

características estructurales, representan una gran gama de oportunidad de investigación 

en la búsqueda de nuevos productos naturales con actividad antibacteriana. 

 

III.I.1Clasificación  
 

Para que las modificaciones postraduccionales se efectúen en los péptidos precursores, se 

requiere de enzimas especializadas en los procesos de deshidratación y ciclación donde se 

forman los anillos de lantionina y metil-lantionina (en la siguiente sesión se analizarán a 

mayor detalle la biosíntesis). A estas enzimas se les conoce como deshidratasa y ciclasa, 

en función a la reacción que catalizan. Debido a la gran diversidad de lantipéptidos que se 

han descrito en la actualidad, se suelen subclasificar en cuatro clases de acuerdo con la 

maquinaria enzimática encargada de realizar las modificaciones al péptido precursor (LanA) 

como se muestra en la Figura 6.  

 

 

Figura 6.  Clasificación de los lantipéptidos con base en la maquinaria enzimática. 
Modificado de Van der Donk & Nair, 2014 y Lagedroste et al., 2020. 
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En los lantibióticos de clase I el paso de deshidratación es catalizado por la enzima LanB, 

mientras que la ciclación es efectuada por la enzima LanC, ambas con actividad individual. 

LanB es una proteína de la familia de las deshidratasas que muestra homología con las 

enzimas biosintéticas involucradas en la formación de otros RiPPs como los tiopéptidos y 

cuyo mecanismo de acción involucra la glutamilación de los residuos Ser y Thr del péptido 

precursor usando glutamil-tRNA (Montalbán et al., 2017), para posteriormente extraer un 

protón α de la Ser/Thr glutamilada, lo que genera los aminoácidos deshidratados Dha y Dhb 

(Van der Donk & Nair, 2014). Por su parte, la enzima LanC es una proteína que une a 

ligandos de zinc, el cual es un ión catalíticamente importante para la reacción de ciclación, 

ya que se propone que activa los Cystioles en LanA para efectuar el ataque nucleofílico 

sobre los aminoácidos deshidratados, generando la estructura de tioéter (Li et al., 2006; 

Van der Donk & Nair, 2014). 

Para las otras clases de lantipéptidos, los procesos postraduccionales son catalizados por 

una única enzima: los lantipéptidos clase II son procesados por la enzima bifuncional 

denominada LanM, mientras que para los péptidos de clase III y IV este procesamiento es 

catalizado por las enzimas trifuncionales LanKC y LanL, respectivamente (Van der Donk et 

al., 2012). 

Las enzimas LanM presentan dos dominios estructurales responsables de la formación de 

las lantioninas y metil-lantioninas. Por un lado, en el extremo amino terminal se encuentran 

los motivos necesarios para la reacción de deshidratación mediante un mecanismo de 

fosforilación y desfosforilación de los aminoácidos Ser y Thr, que aún no es completamente 

elucidado (Ma et al. 2014); mientras que en el extremo carboxilo terminal se ubica el dominio 

ciclasa, el cual es homólogo a la enzima ciclasa LanC, responsable de ciclar a los 

lantipéptidos de clase I.  Por otro lado, las enzimas LanKC y LanL presentan tres dominios 

de secuencia característicos: una región liasa fosfo-Ser/fosfo-Thr en el extremo amino 

terminal, una región cinasa en el centro de la secuencia y la región encargada de la ciclación 

en el extremo carboxilo terminal. Los dominios de liasa y cinasa son los responsables de la 

reacción de deshidratación en el péptido precursor: por un lado, el dominio de cinasa se 

encarga de fosforilar a los aminoácidos serina y treonina, mientras que el dominio de liasa 

se encarga de sustraer el grupo fosfato de estos aminoácidos, con la subsecuente pérdida 

de una molécula de agua al final del proceso (Goto et al., 2010). La diferencia entre las 

enzimas LanKC y LanL radica en el dominio responsable de la ciclación. Para el caso de 

LanL, este dominio es homólogo a la enzima LanC de los lantipéptidos de clase I, y esta 
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modificación se realiza bajo el mismo mecanismo de acción descrito para esta clase de 

lantipéptidos. Por otro lado, el dominio de LanKC no muestra homología con LanC, y el 

mecanismo de ciclación es diferente al utilizado por esta clase proteínas.  

 

III.I.2 Biosíntesis  
 

Todas las modificaciones postraduccionales que dan lugar al lantipéptido maduro, son 

catalizadas sobre la secuencia aminoacídica del péptido precursor LanA. Durante la 

biosíntesis, el primer paso consiste en la producción de dicho péptido por parte del ribosoma 

bacteriano. Posteriormente, se lleva a cabo la deshidratación de los aminoácidos serina y 

treonina por la enzima deshidratasa LanB, o por el dominio de deshidratación, dependiendo 

de la clase de lantipéptido a la que se refiera. Este paso genera los aminoácidos 

deshidratados dehidroalanina (Dha) o dehidrobutirina (Dhb) como se observa en la Figura 

7. 

 

Figura 7. Ruta sintética para la producción de un lantipéptido de clase I. En los 
lantipéptidos de clase II, III y IV, el paso de deshidratación y ciclación es catalizado 

por una única enzima. Modificado de Van der Donk & Nair, 2014. 
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En seguida, se forman las lantioninas y las metil-lantioninas al catalizarse la reacción de 

ciclación por la enzima LanC, o el dominio de ciclación de las enzimas LanM, LanL o LanKC. 

El anillo se forma mediante un ataque nucleofílico de los grupos tioles de los residuos de 

cisteína (Cys) a los aminoácidos deshidratados, mediante una adición tipo Michael.  

Algunos autores mencionan que las modificaciones de deshidratación y ciclación (para los 

lantipéptidos de clase I) son independientes entre sí; sin embargo, en investigaciones 

recientes se ha observado que esas reacciones se encuentran acopladas (Figura 8), y se 

ha llegado a sugerir que estas enzimas pueden interaccionar entre sí (Chen & Kuipers, 

2021).  Para el caso de la enzima LanM, y haciendo un símil a los lantipeptidos de clase I, 

la reacción de deshidratación se lleva a cabo primero en el dominio amino terminal y 

posteriormente es llevada a cabo la reacción de ciclación en el otro extremo.  

 

Figura 8. Ubicación de las enzimas biosintéticas en la formación de la nisina. NisB: 
deshidratasa; NisC: ciclasa; NisT: transportador; NisP: proteasa. Modificado de Chen & 

Kuipers, 2021. 

 

Por su parte, las enzimas LanL y LanKC catalizan como primer paso la fosforilación de los 

aminoácidos Ser y Thr mediante su dominio central de cinasa; posteriormente, el dominio 
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liasa retira el grupo fosfato generando así los aminoácidos deshidratados Dha y Dhb. Por 

último, el dominio de ciclasa genera los anillos en LanA (Goto et al., 2010; Iftime et al., 2015) 

Independientemente de la clase de lantipéptido del que estemos hablando y una vez que 

se llevó a cabo la formación de los anillos de lantionina y metil-lantionina, es necesario 

remover el péptido líder de LanA para que el lantipéptido modificado (sin péptido líder) 

presente bioactividad. Este proceso lo realiza una proteasa específica que reconoce 

determinados dominios en el péptido líder.  

Para los lantipéptidos de clase I, el corte lo realiza la enzima LanP; en los lantipéptidos de 

clase II, la proteólisis del péptido líder la realiza un dominio de proteasa presente en la 

región amino terminal del transportador LanT. Este dominio reconoce un sitio de doble 

glicina en el extremo carboxilo del péptido líder. Actualmente, se ha descrito que este motivo 

puede ser Gly-Gly/Ala/Ser. En los lantipéptidos de clase III y IV no se ha descrito a una 

proteasa que realice este corte enzimático y, de forma esperada, generalmente en el BGC 

de estos RiPPs no se ubica alguna enzima con actividad proteolítica (Asaduzzaman et al., 

2011; Basi-Chipalu, 2016; Repka et al., 2017) 

Por último, es necesario realizar el transporte del lantipéptido al exterior de la célula 

mediante un transportador anclado a la membrana celular. Generalmente, los 

transportadores involucrados en este proceso de biosíntesis pertenecen a la familia de 

transportadores de casete dependientes de ATP (ABC) para las cuatro familias de 

lantipéptidos descritas hasta el momento (Repka et al., 2017) 

Es importante mencionar que el lantipéptido solo es activo hasta que el péptido líder sea 

removido de LanA, por tanto, los procesos de proteólisis y transporte de los lantipéptidos 

se encuentran mayormente relacionados para actuar simultáneamente o muy sincronizados 

(Figura 8). Para la clase I, LanP se localiza fuera de la membrana celular, y el proceso de 

transporte se realiza previo al corte del péptido líder. En la clase II, la proteólisis es seguida 

inmediatamente del transporte, y el dominio de proteasa de LanT se ubica en la región 

citoplasmática de la bacteria (Chen & Kuipers, 2021) 
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III.I.3 Otras modificaciones postraduccionales 
 

Adicionalmente a la formación de los anillos de lantionina y metil-lantionina, se han descrito 

algunas otras modificaciones postraduccionales adicionales en los lantipéptidos (Tailoring 

PTM). Los genes encargados de realizar estas modificaciones comúnmente se encuentran 

agrupadas en los mismos BGC y le ofrecen al péptido algunas características adicionales 

como una mejora en la estabilidad al ataque de diversas enzimas proteolíticas (Knerr & Van 

der Donk, 2012). A continuación, en la Tabla 1 se muestran algunas de las modificaciones 

adicionales observadas en los lantipéptidos (Knerr & Van der Donk, 2012; Montalbán-López 

et al., 2012; Mu, 2015). 

 

Tabla 1. Modificaciones postraduccionales adicionales identificadas en lantipéptidos. 
Recopilado de Knerr & Van der Donk, 2012; Montalbán-López et al., 2012; Mu, 2015. 

Modificación Enzima encargada  Clase en la que se 
ha observado 

Ejemplo de 
lantipéptido 

Generación de D-
Ala 

LtnJ II Lacticina 3147 

Descarboxilación 
oxidativa: 

formación de 
aminovinilcisteínas 

(AviMeCys) 

 

 

LanD 

 

 

I & II 

 

Epidermina 

Mersacidina  

Formación de 
lisinoalanina 

Cinorf7  

II 

 

Cinamicina 

Hidroxilación de 
aspartato 

CinX 

 

Halogenación: 
cloración del 

triptófano  

LanH (MibH): 

halogenasa de 

triptófano 

dependiente de 

flavina 

 

 

 

I 

 

 

 

Microbisporicina 
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Hidroxilación de 
prolina 

Citocromo P450 

 

Formación de D-
lactato 

ElxO: 

oxidorreductasa 

dependiente de 

NADPH 

 

I 

 

Epilacina 15X 

Oxidación de 
tioéter 

--- II Actagardina A 

Formación de 
sulfóxido 

GarO: 

monooxigenasa tipo 

luciferasa 

 

II 

 

Deoxiactagardina B 

 

 

Enlace disulfuro 

 

 

Espontáneo 

 

II 

Bovicina HJ50, 

Péptido α de la 

Haloduracina y 

plantaricina W 

 

 

III.I.4. Organización del clúster biosintético  
 

A los genes involucrados en la producción de estos péptidos se les conoce genéricamente 

como lan, y comúnmente se encuentran agrupados en clústeres (BGC; Figura 9). Un clúster 

típico se encuentra compuesto principalmente por los genes del péptido precursor y las 

enzimas biosintéticas. 

 

Figura 9. BGC típico asociado a la producción de un lantipéptido. lanA: péptido 
precursor; lanB: deshidratasa; lanC: ciclasa; lanT: transportador ABC; lanP; proteasa; 
lanR & lanK, lanI, lanFEG & lanH: genes de inmunidad. Elaboración propia. 
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El gen lanA, codifica al propéptido que se compone de dos partes: del péptido líder y el 

péptido estructural. Las enzimas que realizan las modificaciones postraduccionales se 

encuentran distribuidas en los genes lanB (deshidratasa) y lanC (ciclasa) para los 

lantipéptidos de clase I y en los genes lanM, lanKC y lanL, para las clases II, III y IV, 

respectivamente (Basi-Chipalu, 2016). En el clúster también se encuentra el gen lanT que 

codifica para un transportador ABC dedicado al transporte del péptido; el gen lanP que es 

el responsable de generar la proteasa encargada de escindir el péptido líder del lantipéptido 

inmaduro, y genes involucrados en la inmunidad del hospedero contra sus propias 

bacteriocinas (lanFEG y lanI), así como genes reguladores (lanR y lanK) (Van der Donk et 

al., 2014). Adicionalmente, se pueden localizar otros genes que codifiquen para alguna 

enzima con una actividad específica sobre el lantipéptido, pero generalmente esto depende 

del lantipéptido en cuestión.  

Específicamente en actinobacterias, se ha observado la presencia de diversos genes que 

codifican enzimas que realizan modificaciones postraduccionales no descritos en 

lantipéptidos de otros phyla (ver Tabla 1). Asimismo, se han observado algunos otros genes 

dentro del BGC involucrados en el procesamiento de metabolitos secundarios diferentes a 

los lantipéptidos. En un estudio bioinformático realizado por Zhang et al. (2015), se encontró 

que muchos de los clústeres asociados a producción de lantipéptidos presentan sintetasas 

de péptidos no ribosomales (NRPS) y genes de policétidos sintasa, lo que sugiere que este 

phylo puede ser productor de una gran diversidad de productos naturales al entrecruzar 

vías de síntesis entre péptidos ribosomales y no ribosomales.   

En este aspecto, es importante resaltar la enorme presencia de estos BGC en cepas 

pertenecientes al grupo de las actinobacterias. Recientemente, Belknap et al. (2020) 

analizaron el genoma de 1,110 cepas de Streptomyces y encontraron presencia de estos 

clústeres en 540 genomas (Figura 10), lo que los ubica dentro de los cinco BGC con mayor 

abundancia en este grupo bacteriano. En otro estudio enfocado en la búsqueda de RiPPs 

dentro del genoma de 629 actinobacterias, se encontró que los lantipéptidos de clase III 

representaban la clase con mayor abundancia dentro del genoma de las cepas, seguido 

por las clases I, II y IV lo que, sumado, demuestra que estos péptidos se ubican 

ampliamente distribuidos en las actinobacterias (Poorinmohammad, Bagheban & Hamedi, 

2019), lo que hace aún más atractiva la investigación de estos BGC.  
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Figura 10. BGC comúnmente encontrados en el análisis de 1,110 genomas de cepas 
de Streptomyces. En la flecha roja se señala al grupo de lantipéptidos, y se puede 

observar que se encuentra dentro de los clústeres con mayor abundancia. Modificado 
de Belknap et al. (2020). 

 

III.I.5. Mecanismo de acción antibacteriano 
 

El mecanismo de acción antibacteriana de estos péptidos se basa en la desestabilización 

de la membrana plasmática sobre la que actúan. Los lantipéptidos de clase I se caracterizan 

por tener una estructura anfifílica, en donde la región catiónica (región N-terminal) se 

encarga de interaccionar con la carga superficial negativa de la membrana, mientras que la 

región hidrofóbica (región C-terminal) se inserta en la capa lipídica, lo que genera poros 

celulares que provoca la disipación del potencial de membrana, lo que lleva a una baja 

producción de energía (Héchard & Sahl, 2002) y a la consecuente salida de contenido 
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intracelular, generando así, la muerte del microorganismo (Figura 11). Estos lantipéptidos, 

así como los clasificados en la clase II, también actúan inhibiendo la biosíntesis de la pared 

celular, al unirse a la región pirofosfato del lípido II, el cual es una molécula indispensable 

para que ocurra la transglicosilación en el proceso de biosíntesis de la pared, por lo que, 

una vez impedido este proceso, la célula muere (Dischinger et al. 2014). Por otro lado, los 

lantipéptidos de clase III y IV caracterizados hasta el momento no han presentado actividad 

antibacteriana, y se ha propuesto su participación en la diferenciación morfológica del 

micelio.  

 

Figura 11.  Mecanismos de acción clásicos de las bacteriocinas clase I (nisina & Pep5) 
y II (mersacidina). Modificado de Dischinger et al. (2014). 

 

Se ha observado que los lantipéptidos presentan una potente actividad contra bacterias 

formadoras de biopelícula resistentes a antibióticos de uso clínico (Safder & Islam, 2017), 

además de actividad sobre bacterias causantes de infecciones nosocomiales, englobadas 

en el grupo ESKAPE. Para la nisina, un lantipéptido de clase I se ha aprobado su uso en 

animales para prevenir la mastitis bovina causada por Staphylococcus aureus y 

Streptococcus agalactiae (Dischinger, et al. 2014). La nisina y la mersacidina (un lantibiótico 

de clase II) han probado ser efectivos contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina 

(MRSA) y enterococos resistentes a vancomicina (VRE) (Ríos et al., 2016). La 

microbisporicina (NAI-107), un lantibiótico aislado de un actinomiceto, ha sido activa contra 

patógenos multidrogo-resistentes como MRSA, VRE y Neisseria gonorrhoeae y 
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Streptococcus pneumoniae resistentes a penicilina, así como contra cepas de 

Staphylococcus aureus formadores de biopelícula (Brutani et al., 2017).   

Además, en combinación con otros fármacos, estos péptidos incrementan la actividad de 

antibióticos convencionales con un gran efecto sinérgico (Shah & Chen, 2017). En un 

estudio realizado por Brumfitt (Brumfit et al., 2002) se observó que la nisina en combinación 

con ramoplanina presentó un potente efecto sinérgico contra MRSA y VRE, asimismo, la 

microbisporicina presentó el mismo efecto al ser evaluada con polimixina contra 

Acinetobacter baumannii, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas 

aeruginosa (Brutani et al., 2017). 

Se han observado distintos mecanismos que evitan que estas moléculas dañen al 

organismo productor. En el BGC de la nisina (lantipéptido de clase I) se encuentran los 

genes lanFEG que codifican un transportador tipo ABC cuya función es evitar el reingreso 

del lantipéptido a la célula; asimismo, se ha descrito una lipoproteína codificada en el gen 

lanI, que se une a las moléculas de nisina en el espacio extracelular, y cuya co-expresión 

con el transportador es necesario para la inmunidad, aunque estos mecanismos aún no se 

encuentran del todo elucidados (Hacker et al., 2015). Por otro lado, se han descrito 

mecanismos que involucran la modificación de los lípidos de la membrana celular como 

mecanismo de inmunidad, tal es el caso de la cinamicina (lantipéptido de clase II), donde 

se produce una metil-transferasa (codificada en el BGC) que metila a los lípidos de 

membrana previo al inicio de la producción de cinamicina, lo que refleja un mecanismo de 

protección de la cepa productora (O´Rourke, Widdick & Mervyn, 2017). 

 

III.I.6 Lantipéptidos utilizados comercialmente 
 

Actualmente se han descrito varios lantipéptidos provenientes de distintas fuentes 

naturales, muchos de los cuales se encuentran en proceso de ser utilizados no sólo en el 

ambiente clínico, sino también en diversos ramos de la industria alimenticia y ganadera, 

dentro de los cuales podemos mencionar algunos ejemplos (Figura 12).  

La nisina producida por Lactococcus lactis ssp. lactis, es el ejemplo más destacado de los 

lantipéptidos, ya que se utiliza desde hace más de 50 años en la industria alimenticia como 

bioconservante alimenticio dado su efectivo control contra la esporulación de bacterias 
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ácido-lácticas como Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc y Oenococcus (Delves-

Broughton, 2014) y de otros contaminantes de los alimentos de los géneros 

Staphylococcus, Bacillus y Clostridium. Además, formulaciones de nisina (Mas Out® y Wipe 

Out®) son utilizados en el tratamiento de la mastitis bovina provocada por Staphylococcus 

aureus y otras especies relacionadas con esta patología como Streptococcus agalactiae 

(Field et al., 2021; Dischinger et al., 2014).  

 

 

Figura 12. Estructuras de algunos lantipéptidos 

 

Experimentalmente, se ha determinado la utilidad de los lantipéptidos contra diversos 

patógenos bacterianos, especialmente aquellos producidos por actinobacterias. Bajo el 

nombre comercial de NAI-107, la microsbisporina, un lantipéptido de clase I producido por 

Microbispora corallina, actualmente se encuentra en fase preclínica para ser utilizado contra 

infecciones por patógenos MDR. Este lantipéptido en particular ha sido objeto de 

numerosas investigaciones en el ámbito de la bioingeniería de lantipéptidos, al adicionarle 

modificaciones que aumentan su actividad antibacteriana (Brutani et al., 2017; Cruz et al., 

2015). El lantibiótico semisintético deoxi-actagardina B (NVB302), producido por 

Actinoplanes liguriae NCIMB41362, se encuentra en fase clínica como candidato a ser 

utilizado para el tratamiento de infecciones causadas por Clostridium difficile (Boakes & 

Dawson, 2014). El lantibiótico semisintético NVB333 (derivado de desoxiactagardina B) es 

un candidato para el tratamiento de infecciones nosocomiales como medicamento 



33 

 

inyectable, ya que se ha observado que inhibe el crecimiento de S. aureus resistente a 

meticilina (MRSA) y Enterococcus spp. resistente a vancomicina, además que no ha 

mostrado resistencia cruzada y una baja propensión al desarrollo de resistencia bacteriana, 

en condiciones in vitro (Boakes et al., 2016; Dischinger et al., 2014). Con el nombre 

comercial Lancovutide (Moli1901), el lantipéptido duramicina, producido por 

Streptoverticillium cinnamoneus, actualmente se encuentra en ensayos clínicos fase II, para 

el tratamiento contra la fibrosis quística, dado su afinidad a moléculas de 

fosfatidiletanolamina en células epiteliales. 

 
IV. Descubrimiento de nuevos productos naturales por minería 

genómica 
 

Desde el descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming, muchos fueron los 

antibióticos descritos mediante técnicas de fermentación en condiciones de laboratorio. Sin 

embargo, al pasar los años este método trajo distintas desventajas, como un 

redescubrimiento de moléculas ya identificadas previamente, por lo que de manera casi 

inmediata se perdió el interés en la búsqueda de nuevas moléculas producidas por 

organismos vivos, bajo este enfoque (Lewis, 2012; Brown & Wright, 2016). 

Con la llegada del nuevo milenio y los avances en las técnicas de secuenciación, se observó 

que algunos organismos tienen el potencial de producir muchos más productos naturales 

de los que se habían descrito hasta el momento. Tal fue el caso de Streptomyces coelicolor, 

donde se describieron 18 nuevos BGC distintos a los ya identificados en esta cepa (Berdy, 

2012), lo que contribuyó a demostrar que los genes responsables en la biosíntesis de PN 

se encuentran co-localizados en grupos de genes biosintéticos (Kenshole et al., 2021).  Este 

descubrimiento dio paso al desarrollo de distintas herramientas in silico que permiten la 

identificación de clústeres biosintéticos involucrados en la producción de metabolitos 

secundarios dentro de los genomas bacterianos (Lee et al., 2020). A estas herramientas en 

conjunto se les identifica como minería de genomas o minería genómica (Figura 13). Entre 

algunas de estas plataformas encontramos a AntiSMASH (Blin et al., 2019), BAGEL4 (Hell 

et al., 2018), PRISM (Skinnider et al., 2020) y RiPPMinner (Agrawal et al., 2017).  

Para poder obtener el producto final producido por el BGC identificado, es necesario 

expresar el clúster para poder identificar el PN, por lo que se pueden seguir dos enfoques: 
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por un lado, se puede producir la molécula en la cepa donde se identificó o es necesario 

clonar la BGC en un huésped heterólogo, siendo esta última, una de las más utilizadas al 

evitar problemas como una expresión en niveles bajos o un enmascaramiento de los PN, 

cuando se expresan en las cepas nativas, sin embargo, la expresión heteróloga puede tener 

ciertas limitaciones y no ser exitosa en todos los casos (Foulston, 2019).  

 

 

Figura 13. Esquema general de la identificación de nuevos productos naturales por 
minería genómica. Modificado de Arpit et al. (2021). 

 

En cuanto a la obtención de lantipéptidos por métodos de clonación heteróloga, se han 

utilizado diversos organismos hospederos, uno de los más sobresalientes ha sido la 

clonación y expresión en sistemas en los que se involucra a Escherichia coli, donde se 

expresa el lantipéptido sin la remoción del péptido líder, lo que implica que este no presente 

actividad. Son numerosos los estudios en los que se ha demostrado que es posible producir 

bacteriocinas de este tipo, a partir de secuencias provenientes de actinobacterias 

(O´Rourke et al., 2017; Widdick et al., 2003; Singh & Sareen, 2018). Específicamente, la 
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adición de marcadores de identificación en el péptido precursor, han demostrado que no 

interfieren con las modificaciones postraduccionales realizadas por las enzimas 

modificadoras (Ma et al., 2014) 

Dada la amplia variedad de bacteriocinas que se han documentado a la fecha y 

considerando su especificidad de mecanismo antimicrobiano, así como el potencial de uso 

sinérgico con otros fármacos (Simons et al., 2020), resulta interesante considerar su 

potencial aplicación contra la lucha hacia la resistencia antimicrobiana, por lo que este 

proyecto plantea la obtención de un lantipéptido con potencial actividad antimicrobiana 

inicialmente buscado a partir del análisis del genoma de un actinomiceto endófito. 
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Justificación del proyecto 
 

El creciente aumento de la resistencia microbiana a los antibióticos en los últimos años hace 

necesaria la búsqueda de compuestos innovadores con potencial antimicrobiano.  Los 

lantipéptidos son moléculas que han demostrado ser eficaces contra una amplia variedad 

de microorganismos que, sumado a las ventajas que ofrecen sus características 

estructurales, se visualizan como una estrategia prometedora ante tal problemática. La 

búsqueda de estos péptidos en actinomicetos endófitos que aún no han sido explorados 

abre la posibilidad de encontrar un compuesto inédito con actividad antimicrobiana 

potencial. 

 

 

Hipótesis 
 

Los microorganismos endófitos han demostrado ser fuente novedosa de compuestos 

antimicrobianos, por ello, la búsqueda bioinformática en el genoma de estos 

microorganismos resultará en la identificación de un clúster inédito de un lantipéptido que 

dará origen a un compuesto novedoso con potencial actividad antimicrobiana. 
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Objetivo general 
 

Identificar y caracterizar mediante programas bioinformáticos un clúster biosintético inédito 

productor de un lantipéptido antimicrobiano, así como clonar el gen precursor a partir del 

genoma de un actinomiceto endófito.  

 

 

 

Objetivos particulares 
 

 

o Identificar un clúster biosintético asociado a la producción de un lantipéptido 

antimicrobiano mediante minería de genomas de los actinomicetos aislados de 

Amphipterygium adstringens 

 

o Analizar el clúster biosintético mediante programas bioinformáticos para observar si 

se trata de un producto novedoso 

 
 

o Realizar la clonación del gen precursor de un lantipéptido en un hospedero 

heterólogo  

 

o Realizar ensayos de expresión del gen clonado 
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Metodología 

 

Figura 14. Metodología del proyecto 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Análisis bioinformático 

 

  

 

  

 

  

Clonación del gen de interés  

 

 

      

 

 

      

 

 

      

 

Expresión del gen biosintético 

 

 

    

 

Identificación de los BGC de 
lantipéptidos en los endófitos 

 

 

     
    

 

 

     
    

 

 

     
    

 

Análisis de los genes biosintéticos 

 

 

     

 

 

     

 

 

     

 

Clonación del gen lanA en Escherichia coli por 

Ensamble Golden Gate en pFGC-T7-RJBB  

Clonación tradicional en pRSFDuet-1  
 

        

      

     
 

        

      

Inducción de la expresión e identificación 
del péptido mediante SDS-PAGE, Tris-
Tricina-SDS y cromatografía de afinidad a 
Níquel. 

 

Síntesis del gen precursor lanA en 
pUCIDT-lanA 

 

      
 

 

      
 

 

      
 

Caracterización de un clúster novedoso 
 

     
 

     
 

     

Elección del gen para clonación 
 

     
 

     
 

     



39 

 

Metodología 
o Minería genómica  

Los enfoques en minería genómica han revelado clústeres de genes biosintéticos (BGC) de 

metabolitos secundarios que aún no se han caracterizado. Estos BGC contienen las vías 

para la biosíntesis, ensamblaje, modificación, resistencia y regulación de su producto (Lee 

et al., 2020). Es por ello por lo que, mediante minería genómica, se planteó la búsqueda de 

BGCs asociados a la producción de lantipéptidos. Se utilizaron las plataformas 

bioinformáticas antiSMASH 6.1.1, BAGEL4, PRISM, RiPPMiner y DeepRiPP.  

AntiSMASH (Antibiotics and Secondary Metabolites Analysis SHell) (Blin et al., 2019) es 

una plataforma de predicción in silico de BGC mediante el empleo de modelos ocultos de 

Markov (HMMs) de los motivos proteicos de las enzimas biosintéticas (Blin et al., 2014). 

Para el caso específico de lantipéptidos, este programa predice la clase a la que 

pertenecen, el peso molecular del péptido deshidratado, el sitio de corte del péptido líder y 

modificaciones adicionales en la secuencia.  

BAGEL4 (BActeriocin GEnome mining Tool) es una plataforma especializada en la 

identificación de grupos de genes implicados en la síntesis de péptidos ribosomalmente 

producidos y postraducionalmente modificados (RiPPs) y bacteriocinas sin modificar, 

mediante el empleo de bases de datos de péptidos centrales y/o mediante modelos ocultos 

de Markov (HMMs) que se encuentran asociados en genes de contexto (Hell et al., 2018). 

PRISM se compone de un conjunto de herramientas de análisis de genomas, para predecir 

las estructuras químicas de péptidos no ribosomales y policétidos sintasas mediante la 

conexión de genes biosintéticos con las reacciones que catalizan. Actualmente cuenta con 

una extensión para predecir genes de péptidos producidos ribosomalmente y modificados 

postraduccionalmente (RiPP) (Skinnider et al., 2020). 

RiPPMiner es un servidor web de aprendizaje automático para la predicción de estructuras 

químicas de RiPPs, además de una predicción del sitio de escisión del péptido líder y de la 

clasificación del péptido de entrada (Agrawal et al., 2017). 

DeepRiPP es una plataforma que identifica metabolitos mediante un análisis metabolómico 

y genómico comparativo a gran escala, que integra el aprendizaje automático para 
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automatizar el descubrimiento selectivo y el aislamiento de nuevos RiPPs (Merwin et al., 

2019). 

 

o Análisis bioinformático  

Una vez que se identificaron los BGC involucrados en la síntesis de un lantipéptido, se 

procedió al análisis de los principales genes mediante diversas herramientas 

bioinformáticas. 

Se sabe que los metabolitos secundarios presentan una gran diversidad estructural, pero 

las maquinarias biosintéticas pertenecen a las mismas familias de enzimas altamente 

conservadas (Lee et al., 2020), por lo que, para verificar la presencia de dichas enzimas, 

se utilizaron las plataformas UniProt (European Bioinformatics Institute EMBL-EBI), InterPro 

(Blum et al., 2020) y Pfam (El-Gebali et al., 2019). 

Adicionalmente se realizaron alineamientos de secuencias múltiple en la plataforma 

MUSCLE (Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation) (Madeira et al., 2019) con 

el objetivo de identificar residuos de aminoácidos catalíticamente importantes para la 

función de las enzimas. 

 

o Clonación de los genes de interés  

Se planteó clonar y expresar el gen lanA (Péptido precursor A) para obtener el lantipéptido 

clase II. Dada la complejidad que representa clonar genes con alto contenido de GC en su 

secuencia, se decidió sintetizar una versión optimizada de la secuencia en el vector pUCIDT 

para, posteriormente, ser clonado en el vector de expresión que se utilizó para los 

subsecuentes experimentos. Dicha secuencia fue optimizada para mejorar el uso de 

codones y facilitar su expresión en E. coli. Se redujo el porcentaje de GC de la secuencia 

de 67.2% a 53.9%. Al mismo tiempo, se modificaron los codones necesarios para generar 

el sitio reconocido por la proteasa Factor Xa que será la encargada de escindir el péptido 

líder del péptido inmaduro. El sitio de corte se encuentre en el extremo carboxilo terminal 

posterior a la secuencia -IDGR, por lo que, haciendo estas modificaciones, la nueva 

secuencia LanA se muestra en la Figura 15. 
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Figura 15. Secuencia del péptido modificado para ser escindido por la proteasa 
Factor Xa. En rojo se muestran los residuos modificados. 

 

En ambos extremos se le adicionaron los sitios de corte de las enzimas de restricción 

necesarios para la ligación en el nuevo vector: EcoRI en el extremo 5´ y HindIII en el 

extremo 3´. Se clonó el gen lanA utilizando dos estrategias distintas. Por un lado, se realizó 

un ensamble Golden Gate en el vector de expresión pFGC-T7-RJBB (Ver Anexo 5; Guzmán 

et al., 2022) y, por otro lado, mediante técnicas de clonación tradicional se clonó el gen en 

el vector pRSFDuet-1. Para poder extraer el gen lanA del vector pUCIDT (para la clonación 

en pRSFDuet-1), se digirió el plásmido aislado con las enzimas EcoRI y HindIII.  

 

o Diseño de los oligonucleótidos y amplificación del inserto para el 
ensamble Golden Gate 

 

Para la extracción de la secuencia de 

interés de la construcción pUCIDT-lanA 

(Figura 16) e inserción de los sitios de 

reconocimiento necesarios para el 

ensamble Golden Gate, se usó la reacción 

en cadena de la polimerasa de punto final 

(PCR). Se diseñaron los oligonucleótidos 

necesarios para la amplificación (Tabla 2).  

 

 

Figura 16. Construcción pUCIDT-lanA, donde se observa la inserción del gen lanA que 
codifica el péptido precursor. 
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Tabla 2. Oligonucleótidos utilizados para la amplificación del gen lanA. Se muestra 
también el amplicón obtenido.  

 

En rojo se muestra en sitio de reconocimiento de BsaI; en azul se muestran los sitios de 

fusión y en mayúsculas se observa la secuencia del gen lanA. En el Anexo 3 se muestra la 

secuencia del amplicón. 

Los oligonucleótidos fueron sintetizados por el Instituto de Biotecnología de la UNAM. Una 

vez reconstituidos y utilizando el vector pUCIDT-lanA, se realizó la prueba del barrido de 

temperatura para cada gen, en el cual se pretendía determinar la temperatura de 

amplificación en la que se obtendría mejor y mayor cantidad de producto mediante la técnica 

de PCR de punto final (Anexo 2). Para la amplificación del gen lanA se utilizó la enzima 

Platinum Taq DNA Polymerase, a temperaturas de alineamiento de 55 a 65 grados Celsius, 

con una concentración de 5% de DMSO. Se decidió utilizar esta enzima para los siguientes 

procedimientos de amplificación a una temperatura de 57°C.  

 

o Purificación de los productos de PCR y DNA proveniente de digestiones 

Todas las amplificaciones con PCR del gen lanA, como las digestiones con las enzimas de 

restricción del vector fueron purificadas con el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up 

(Promega), siguiendo las indicaciones del proveedor. 

 

Clonación del gen lanA en pRSFDuet-1 

El gen lanA se clonó en el vector de expresión pRSFDuet-1 (Figura 17) flanqueado por las 

enzimas de restricción clase II: EcoRI en el extremo 5´ y HindIII en el extremo 3´. Este vector 

adiciona una etiqueta de histidinas (His-Tag) en el extremo amino terminal. Se ha 

observado que la adición de secuencias adicionales en el extremo amino no interfiere con 

las modificaciones realizadas al core del péptido precursor. 

Gen Oligonucleótido Secuencia (5´-3´) Longitud 
(nt) 

lanA Forward ttggtctcgaATGCGGACTGCATCC 25 

lanA Reverse ttggtctcgaagcTCAGCAACAGGCACG 28 
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o Digestión y ligación del gen lanA en pRSFDuet-1 

Se realizó PCR de punto final a una temperatura de alineamiento de 57 °C en un volumen 

final de 150 µL y 25 ciclos de amplificación. Se purificó el amplicón y se determinó la 

concentración en un equipo Nanodrop. Al mismo tiempo, se extrajo el plásmido pRSFDuet-

1 de transformantes de E. coli DH5-α, de acuerdo con el método de lisis alcalina (Anexo 6). 

Posteriormente, se digirieron el vector y el inserto, con la enzima EcoRI buffer del proveedor 

New England Biolabs (Tabla 3) durante 3 horas y media a 37 °C. 

Tabla 3. Componentes de la reacción de digestión con EcoRI 

Reactivo Cantidad (pRSFDuet-1) Cantidad (pUCIDT-
lanA) 

DNA* 1000 ηg 20 000 ηg 

Buffer EcoRI 10X 1X 

EcoRI 20 U (1 µL) 45 U (2.5 µL) 

H₂O MQ estéril cbp 100 µL cbp 50 µL 

Volumen final 100 µL 50 µL 
*lanA o pRSFDuet-1. 

Figura 17. Construcción pRSFD-
lanA, donde se observa la 
inserción del gen lanA que 
codifica para el péptido 
precursor. 
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En seguida, los plásmidos fueron incubados con la enzima HindIII en el buffer de reacción 

2 del proveedor New England Biolabs (Tabla 4), durante toda la noche (O/N) a 37 ºC. 

 

Tabla 4. Componentes de la reacción de digestión con HindIII 

Reactivo Cantidad (pRSFDuet-1) Cantidad (pUCIDT-
lanA) 

DNA 1000 ηg 20 000 ηg 

Buffer 2 10X 1X 

HindIII 10 U (1 µL) 25 U (2.5 µL) 

H₂O MQ estéril cbp 100 µL 

Volumen final 100 µL 

 

Después de cada digestión, las muestras fueron purificadas con el kit Wizard SV Gel and 

PCR Clean-Up (Promega) pero, en esta ocasión, se realizó un gel de agarosa 0.8% (m/v) 

para la separación del inserto y del vector digerido del resto de la secuencia.  

Una vez corroborada la presencia del inserto y del vector, se colocó una reacción de ligación 

con la enzima ligasa T4 del proveedor New England Biolabs (NEB), a una relación de 

ligación 3:1 de lanA y pRSFDuet-1 (Tabla 5), respectivamente, durante 3 horas a 23 °C y a 

4 °C O/N.  

 

Tabla 5. Componentes de la reacción de ligación 

Reactivo Cantidad 

lanA 17.4 ηg 

pRSFDuet-1 100 ηg 

Buffer T4 ligase 10X 1X 

T4 ligase 1 µL 

H₂O MQ estéril cbp 10 µL 

Volumen final 10 µL 
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Clonación del gen lanA por ensamble Golden Gate 

A la par de la clonación tradicional, se implementó un ensamble Golden Gate del gen lanA 

en el vector pFGC-T7-RJBB, para lo cual se preparó una mezcla de reacción mostrada en 

la Tabla 6.  

 

Tabla 6. Componentes de la reacción de ensamble Golden Gate 

Reactivo Cantidad 

pFGC-T7-RJBB 10 fmol 

lanA 20 fmol 

Buffer T4 ligase 10X 1X 

T4 DNA ligasa 3 U 

BsaI (FastDigest) 5 U 

H₂O  cbp 15 µL 

 15 µL 

 

Tanto el vector, como el inserto amplificado, presentan sitios de reconocimiento de la 

enzima de restricción BsaI. Por tanto, el proceso de digestión y ensamble de vector-inserto 

se planteó en una sola reacción cíclica. En la Tabla 7 se muestran las condiciones de 

reacción.  

 

Tabla 7. Condiciones de la reacción de ensamble Golden Gate 

Paso Temperatura (°C) Tiempo (min) No. ciclos 

Restricción inicial 37 4:00 1 

Restricción 37 2:00  

33 Ligación 16 3:00 

Restricción final 37 4:00 1 

Inactivación por 
calor 

80 10:00 1 

Storage 12 ∞ 1 
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Figura 18. Construcción pFGC-lanA, donde se observa la inserción del gen lanA que 
codifica para el péptido precursor. 

 

o Transformación de Escherichia coli DH5-α 
 

Las construcciones obtenidas tanto por el método de clonación tradicional y el ensamble 

Golden Gate, fueron transformadas mediante el método de choque térmico (Anexo 8).  

Para la clonación tradicional, se tomaron los 20 μL de la ligación y se colocaron en un 

alícuota de 200 μL de células quimiocompetentes con cloruro de calcio 0.1 M. Esta mezcla 

fue incubada en hielo por 10 minutos y posteriormente se le dio un choque térmico a 42 °C 

durante 2 minutos, finalmente el tubo con las células fue incubado 5 minutos más en hielo. 

Posteriormente, se agregó 1 mL de medio LB e inmediatamente las células fueron 

incubadas durante 1 h a agitación constante de 180 rpm a 37 °C. En seguida, se inocularon 

cajas de medio LB más kanamicina y se incubaron por 20 horas a 37 °C.  

Todas las colonias transformantes fueron incubadas mediante picadura en 5 mL de medio 

LB con kanamicina a 37 °C durante 20 horas a 180 rpm.  

pRS-marker

T7 promoter

Loop

thrombin site

Fw   (791 .. 806)

Rv   (981 .. 999)

UNS2

mauBI cg/cgcgcg

CAP binding site

pFGC-lanA
3417 bp
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En el ensamble Golden Gate, se siguió el mismo procedimiento descrito anteriormente, pero 

se le agregaron 15.0 y 5.0 μL de la ligación, a 2 distintas muestras de células quimio-

competentes. Se utilizaron cajas de LB con kanamicina/ X-gal/ IPTG.  

 

 

o Verificación de las construcciones del gen lanA 
 

Para la verificación del éxito de la construcción, se aisló el plásmido mediante el método de 

lisis alcalina (Bimboim & Doly, 1979) y todas las construcciones se analizaron mediante el 

patrón de digestión, utilizando las enzimas previstas para la ligación: EcoRI y HindIII, para 

el caso de la clonación tradicional; mientras que para el ensamble Golden Gate se utilizó la 

enzima BpiI. En ambos casos se realizó PCR de colonia de las transformantes, como control 

negativo se utilizó el plásmido pFGC-T7-RJBB y pRSFDuet-1; el control positivo 

corresponde a la construcción pUCIDT-lanA. Después de este primer screening, las 

construcciones candidatas fueron secuenciadas en la unidad de secuenciación del Instituto 

de Fisiología Celular de la UNAM, para verificar la integridad de los genes de interés, y 

proseguir con los subsecuentes ensayos. Los plásmidos secuenciados fueron extraídos con 

el kit comercial Monarch Plasmid Miniprerp Kit de NEB, de acuerdo con las indicaciones del 

fabricante.  

 

o Conservación de las colonias transformantes  
 

Las construcciones positivas del gen lanA fueron inoculadas en 5 mL de LB más kanamicina 

a 37 °C durante 20 horas a 180 rpm. Posteriormente, se centrifugó 1 mL del medio crecido 

a 10 000 rpm por 1 min a temperatura ambiente, y al pellet celular se le realizaron 2 lavados 

con SSI, se agitaron en vortex y se centrifugaron bajo las mismas condiciones anteriores. 

Finalmente, se resuspendió el pellet en 1 mL de glicerol 20% (v/v), y las alícuotas se 

guardaron a -70 °C.  
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o Expresión y purificación del péptido precursor 
 

Se realizó la expresión del gen biosintético mediante un sistema libre de células (cell-free). 

El sistema en particular utilizado fue proporcionado por el Dr. Fernando Guzmán Chávez y 

se encuentra disponible en el laboratorio de Microbiología Industrial del Dr. Sergio Sánchez. 

Las condiciones de la mezcla de reacción se muestran en la Tabla 8.  

 

Tabla 8. Condiciones de la reacción para la expresión libre de células (cell-free) 

Reactivo Vol (µL) 

Extracto celular 4 

4X Wizard mix 3 

DNA (20 nM) 3 

40% PEG-8000 0.6 

Agua MQ 1.4 

Volumen final 12 

 

Se colocaron 20 reacciones de la construcción pFGC-lanA durante 18 horas a 29 °C en 

microtubos Eppendorf de 1.5 mL. 

 

o Purificación de las reacciones de Cell-free mediante columnas de 
afinidad a Níquel  
 

La mezcla de las 20 reacciones fue purificada mediante columnas de afinidad a níquel. Se 

utilizó la columna comercial Ni-NTA Spin Kit Handbook de Qiagen. Se siguieron las 

indicaciones del proveedor para realizar la purificación. La solución de lavado fue ajustada 

a 80 mM de imidazol, de acuerdo con los resultados obtenidos en los geles de 

poliacrilamida.  
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o Verificación de la expresión del péptido lanA  
 

Para verificar la expresión del péptido precursor lanA, se usó una electroforesis 

desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). Adicionalmente, dado el tamaño 

del péptido precursor, se consideró necesario la implementación de electroforesis 

desnaturalizante en geles de Tris-Tricina para mejorar la resolución de los péptidos 

pequeños resultantes de la expresión, ya que se ha reportado que estos geles son idóneos 

para su observación. Sin embargo, dado que dichos geles no han sido implementados en 

el laboratorio, también se probó estandarizar la técnica. Las concentraciones utilizadas en 

la preparación de los geles SDS-PAGE y Tris-Tricina-PAGE, se muestran en los anexos 9 

y 10.   
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Resultados y discusión 
 

I. Análisis bioinformático 
 

I.i Búsqueda de BGC de lantipéptidos 
 

Actualmente, en el laboratorio de microbiología industrial se cuenta con tres 

microorganismos endófitos secuenciados Embleya sp. NF3, Streptomyces sp. L06 y 

Actinoplanes sp. TCF3, aislados de Amphipterygium adstringes, una planta nativa de 

México conocida popularmente como cuachalalate, recolectada en el municipio de 

Tlaltizapan, en el estado de Morelos (Rodriguez-Peña et al., 2018).  

Inicialmente se investigaron las características del genoma de las 3 cepas de interés. Los 

datos se muestran en la Tabla 9. El contenido de guanina/citosina es consistente con las 

características propias de las actinobacterias (Barka et al., 2015) 

  

Tabla 9. Características de los genomas de las cepas de interés 

Endófito Tamaño del genoma (pb) %GC 
Embleya sp. NF3* 10 968 352 71.61 

Streptomyces sp. L06* 6 887 193 73.05 
Actinoplanes sp. TCF3 6 546 651 69.25 

*Vázquez-Hernández, 2017. 

Como ya se había mencionado, se mostró interés por la búsqueda de BGC´s putativos para 

la síntesis de lantipéptidos, por lo que se realizó la búsqueda utilizando las plataformas de 

búsqueda antiSMASH 6.1.1, BAGEL4 y PRISM (Tablas 10, 11 y 12). 

 

Tabla 10. Clústeres asociados a la producción de bacteriocinas y lantipéptidos 
identificados en antiSMASH 6.1.1 

 
Microorganismo endófito 

 
No. Clústeres 

No. clústeres 
asociados a 

bacteriocinas 

No. clústeres 
asociados a 
lantipéptidos 

Embleya sp. NF3 48 13 6 
Streptomyces sp. L06 17 5 0 
Actinoplanes sp. TCF3 39 1 0 
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Tabla 11. Clústeres asociados a la producción de bacteriocinas y lantipéptidos 
identificados en BAGEL4 

 
Microorganismo 

No. clústeres 
asociados a 

bacteriocinas 

No. clústeres 
asociados a 
lantipéptidos 

Embleya sp. NF3 8 5 
Streptomyces sp. L06 3 1 
Actinoplanes sp. TCF3 0 0 

 

 

Tabla 12. Clústeres asociados a la producción de bacteriocinas y lantipéptidos 
identificados en PRISM4.4.4 

 
Microorganismo 

 
No. Clústeres 

No. clústeres 
asociados a 

bacteriocinas 

No. clústeres 
asociados a 
lantipéptidos 

Embleya sp. NF3 30 8 7 
Streptomyces sp. L06 18 6 1 
Actinoplanes sp. TCF3 17 0 0 

 

 

BAGEL4 es una plataforma especializada para la búsqueda de bacteriocinas y péptidos 

producidos ribosomalmente y modificados postraduccionalmente (RiPPs) (Van Heel et al., 

2018), mientras que PRISM se especializa en la predicción de estructuras de péptidos no 

ribosomales y policétidos y, aunque la identificación de metabolitos ya se ha extendido a 

RiPPs, la cobertura sigue siendo incompleta (Skinnider et al., 2020), lo que explica las 

diferencias encontradas en la predicción de BGC totales y específicos para bacteriocinas 

entre ambas plataformas. Cabe destacar que, en las tres plataformas, el número de BGC 

asociados a lantipéptidos fue similar, por lo que se decidió comenzar con el análisis de los 

clústeres comunes identificados. 

Además, como se observa en los resultados anteriores, Embleya sp. NF3 es el endófito con 

mayor capacidad biosintética de bacteriocinas, por lo que los análisis posteriores se 

centraron en esta cepa. Se prestó especial interés por los lantipéptidos de clase II y IV, 

debido a la utilización de una única enzima para la realización de las modificaciones 

postraduccionales (Van Der Donk et al., 2014), por lo que la búsqueda se centró en estas 

clases de BGC.   
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En antiSMASH 6.1.1, la asignación de la clase de lantipéptido se encuentra en función de 

los dominios presentes en las enzimas biosintéticas (Blin, et al., 2014). De los 7 BGC 

asociados a lantipéptidos, los clústeres 4 y 40 se clasificaron como lantipéptidos clase I; el 

clúster 3 se identificó como clase II; el clúster 9 como clase III y los clústeres 10, 11 y 21 se 

clasificaron como clase IV. El clúster 3 se identificó como un híbrido NRPS/lantipéptido 

(Figura 19). 

 

Figura 19. BGC asociados a la producción de lantipéptidos en Embleya sp. NF3 

 

I.ii Análisis de un BGC de lantipéptido clase IV 
 

Se comenzó con el análisis de BGC´s de los lantipéptidos clasificados como clase IV, para 

lo cual se realizó BLASTp a cada uno de los genes que componen el clúster, así también 

las secuencias fueron analizadas en Uniprot e InterPro para identificar posibles familias de 

cada gen. El primer clúster analizado fue el número 21 (Figura 20), los resultados del 

análisis se encuentran en la Tabla 13. 
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Figura 20.  Clúster 21: BGC asociado a la producción de un lantipéptido clase IV en 
Embleya sp. NF3 

 

Tabla 13. Funciones putativas identificadas para los genes codificados en el clúster 21. 
En color gris se señalan aquellos genes considerados esenciales para la producción del 
péptido 

Gen* Tamaño (nt) Función putativa 
a 1167 Fosfoglicerato mutasa 
b 816 Proteína hipotética 
c 828 Proteína hexamérica de centro de metal dinuclear 

similar a Nif3 
d 1305 Proteína con dominio PASTA 
e 765 Deshidrogenasa/reductasa de cadena corta  
f 1266 Sensor histidin-cinasa 
g 672 Regulador de unión a DNA de la familia LuxR 

lanL 3024 Proteín-cinasa de Ser/Thr con dominio tipo LanC 
h 1827 Peptidasa de tipo serina 
i 117 Proteína putativa (posible lanA) 
j 1776 Transportador de tipo ABC 
k 1836 Proteína putativa 
l 1806 Transportador de tipo ABC 

*La asignación del nombre del gen se realizó únicamente por su localización en el clúster, a excepción del gen 
putativo involucrado en las modificaciones de deshidratación y ciclación, cuyo nombre se señaló como lan.  

 

Debido a la importancia de la enzima LanL dentro de la producción de los lantipéptidos de 

clase IV (Goto et al., 2010), se decidió realizar Protein BLAST de la secuencia de 

aminoácidos de la enzima putativa LanL con las 2 enzimas modelo reportadas hasta el 

momento, involucradas en la producción de estreptocolina (StcL) (Iftime et al., 2015) y 

venezualina (VenL) (Goto et al., 2010) (Tabla 14). 

 

 

Tabla 14. Resultados de los alineamientos de la enzima putativa LanL (clúster 21) 
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No. acceso: StcL (AGS73699.1) /VenL (AEA03262.1) 

 

Adicionalmente se realizaron alineamientos globales de las secuencias con la herramienta 
EMBOSS Needle. Se obtuvieron los resultados mostrados en la Tabla 15.  

 

Tabla 15. Resultados de los alineamientos de la enzima putativa LanL con una 
cobertura del 100% (clúster 21) 

No. acceso: StcL (AGS73699.1) /VenL (AEA03262.1) 

StcL y VenL muestran un porcentaje de similitud de 74% al alinear su secuencia de 

aminoácidos (Iftime et al., 2015), por lo que los resultados obtenidos al compararlos con la 

putativa LanL de este clúster, es bajo comparado con ese dato. Hasta el momento solo se 

han reportado estas dos secuencias involucradas en la producción de un lantipéptido clase 

IV, por lo que aún no existe un consenso del porcentaje de similitud adecuado para 

considerar a alguna enzima putativa como miembro de esta familia, razón por la cual no se 

descartó su funcionalidad. El análisis de la secuencia de estas enzimas demostró que 

contienen tres dominios catalíticos responsables de las modificaciones postraduccionales 

al péptido precursor: un dominio de liasa de fosfoserina/treonina en el extremo N-terminal, 

dominio de cinasa en la región central y dominio de ciclasa tipo LanC en el extremo C-

terminal (Goto, et al., 2010). Los dominios de liasa y cinasa conservan los residuos de 

aminoácidos involucrados en la catálisis que se han descrito en otras familias de enzimas 

(no lantipéptidos) con la misma función, mientras que el dominio de ciclasa muestra 

homología con otras enzimas LanC (Iftime et al., 2015). Se decidió realizar el análisis 

mediante alineación de secuencias múltiples, para detectar la presencia de los aminoácidos 

conservados en los tres dominios a los que se les adjudica la función de deshidratación y 

ciclación para esta clase de enzimas (Figura 21, 22 y 23) 

Secuencia de análisis %Identidad %Similitud %Cobertura 
StcL (Streptomyces 

collinus Tu 365) 
39.41% 49% 97% 

VenL (Streptomyces 
venezuelae ATCC 10712) 

41.61% 54% 82% 

Secuencia de análisis %Identidad %Similitud Score 
StcL (Streptomyces 

collinus Tu 365) 
38.9% 48.5% 1614.0 

VenL (Streptomyces 
venezuelae ATCC 10712) 

36.8% 45.7% 1560.5 
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Figura 21. Alineamiento del dominio de liasa de fosfotreonina/serina de la enzima 
putativa LanL contra las enzimas StcL y VenL. Los residuos conservados se sombrearon 
en amarillo, los residuos catalíticos se señalan con una estrella negra y aquellos 
residuos no conservados en similitud, se muestran en sombreado rojo. Alineamiento 
realizado con MUSCLE (Madeira et al., 2019).  

 

Figura 22. Alineamiento del dominio de cinasa de treonina/serina del putativo LanL 
contra las enzimas StcL y VenL. Los residuos conservados se sombrearon en amarillo, 
los residuos catalíticos se señalan con una estrella negra, los residuos no conservados 
en LanL, pero que presentan características similares se sombrearon en verde y 
aquellos residuos no conservados en similitud, se muestran en sombreado rojo. Los 
números romanos señalan los subdominios conservados en la familia de cinasas 
Ser/Thr. Alineamiento realizado con MUSCLE (Madeira et al., 2019).  
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Figura 23. Alineamiento del dominio de ciclasa del putativo LanL contra las enzimas 
StcL y VenL. Los residuos conservados se sombrearon en amarillo y los residuos 
catalíticos se señalan con estrellas negras. Alineamiento realizado con MUSCLE 
(Madeira et al., 2019).  

 

La familia de las proteínas cinasas de serina/treonina muestra doce dominios conservados, 

que son reconocidos como invariables entre los miembros de esta superfamilia y en los 

cuales se encuentran residuos altamente conservados (Hanks & Hunter, 1995) 

responsables de la función. En la secuencia de la enzima putativa LanL no se encuentran 

completos por lo menos dos de estos dominios, lo que pude significar una pérdida de la 

función de cinasa (Figura 22). Ahora bien, en el dominio de liasa de fosfotreonina/serina, se 

ha reportado que son imprescindibles los aminoácidos lisina (Lys51), histidina (His53), 

arginina (Arg83) y tirosina (Tyr108) (posiciones respecto a la secuencia de VenL) para que 

se lleve a cabo la deshidratación de Ser y Thr una vez que estos han sido fosforilados por 

el dominio de cinasa (Iftime, et al., 2015). Para LanL se alinearon los residuos Lys75, His77 

y Tyr132, pero no así la Arg que se encuentra sustituida por una glicina (Gly107) en la 

secuencia. La función de este aminoácido básico (Arg) es de actuar como base catalítica 

para extraer un α-protón de la fosfotreonina (previamente fosforilada), lo que trae como 

consecuencia la eliminación del fosfato generando los aminoácidos deshidratados (Primera 

modificación postraduccional del propéptido) (Goto et al., 2010). Esta función catalítica no 

puede ser suplida por la Gly107 de la enzima LanL, por lo que suponemos que la función 

de liasa se verá seriamente afectada.  

Como ambos dominios (liasa y cinasa) se encuentran comprometidos por aminoácidos 

catalíticos no conservados, es posible que el paso de deshidratación no se pueda llevar a 

cabo, lo que ocasione una baja o nula producción del péptido modificado. Es por ello por lo 
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que se decidió no continuar con el análisis del resto de los genes y descartar la utilización 

de este clúster para los fines del proyecto.  

El siguiente clúster para analizar fue el clúster 10, sin embargo, haciendo una búsqueda 

exhaustiva de posibles similitudes con lantipéptidos ya descritos, se encontró que el 

propéptido LanA era clasificado como un lantipéptido clase IV familia Sfla, que fue 

recientemente reportada como una nueva familia de lantipéptidos (Ren et al., 2020), sin 

embargo, esta familia no mostró actividad antimicrobiana, que es el principal objetivo del 

proyecto, por lo que la utilización de este clúster también fue descartado. 

  

I.iii Análisis del BGC de lantipéptido clase II 
 

Siguiendo con el interés de un lantipéptido con una única enzima postraduccional, se 

prosiguió con el análisis del clúster 3, putativo BGC de lantipéptido clase II (Figura 24).  

 

 

Figura 24. Clúster 3: BGC asociado a la producción de un lantipéptido clase II en 
Embleya sp. NF3 

 

Se realizó el análisis de todos los genes que componen el BGC y utilizando las mismas 

plataformas bioinformáticas, se predijo su posible función. Se centró el análisis en los genes 

con la función putativa de lantionina sintetasa, péptidos precursores y transportador.  

 

Tabla 16. Funciones putativas identificadas para los genes codificados en el clúster 3. 
En color gris se señalan aquellos genes considerados esenciales para la producción del 
péptido 

Gen* Tamaño (nt) Función putativa 
a 3156 Sintasa de péptido no ribosomal (NRPS) 
b 3447 Sintetasa y ligasa dependiente de AMP 
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c 189 Proteína putativa (posible lanA) 
d 204 Proteína putativa (posible lanA) 

lanM 3030 Lantionina sintetasa de la familia LanM 
e 1890 Transportador ABC 
f 168 Proteína putativa 
g 2844 Regulador transcripcional de la familia LuxR 
h 861 Quitosanasa 
i 321 Proteína putativa 
j 216 Proteína putativa 
k 168 Proteína putativa 
l 1124 Citocromo P450 

m 558 Proteína putativa 
*La asignación del nombre del gen se realizó únicamente por su localización en el clúster, a excepción del gen 
putativo involucrado en las modificaciones de deshidratación y ciclación, cuyo nombre se señaló como lan. 

 

A los genes f, i, j, k y m no se les asignó función ni se agruparon a alguna familia de 

proteínas en ninguna de las plataformas utilizadas, por lo que no se considerarán para 

análisis posteriores. El gen a y b codifican enzimas asociadas a la producción de péptidos 

no ribosomales (NRPS), las cuales son enzimas modulares que codifican péptidos a partir 

de sustratos como aminoácidos estándar o no proteinogénicos (Miller & Gulick, 2017), por 

lo que no se encuentran relacionadas a la biosíntesis de lantipéptidos. El producto del gen 

m se clasificó como parte de la familia de los citocromos P450, cuyas funciones oxidativas 

muchas veces se relacionan a la producción de compuestos bioactivos como esteroides, 

antibióticos o moléculas de señalización (Anzai et al., 2012). Es importante recordar que 

este clúster se traslapa con un clúster putativo para NRPS, por lo que es posible que este 

citocromo actúe en conjunto con las sintasas para formar el péptido no ribosomal, y que no 

se encuentre relacionado a la producción del lantipéptido de interés, por lo que por el 

momento no se considerará como parte de las enzimas biosintéticas. El gen h codifica para 

una enzima llamada quitosanasa, cuya función es catalizar la hidrólisis del enlace β-1,4-

glicosídico del quitosano (Fukamizo & Brzezinski, 1997). Hasta el momento no se ha 

reportado alguna función de esta enzima en la biosíntesis de lantipéptidos. El gen g se 

asoció a la familia de reguladores transcripcionales LuxR, cuya función es regular la 

expresión de genes como factores de virulencia o biosíntesis de antibióticos (Chen & Xie, 

2011) aunque para fines del proyecto no se profundizará más en esta proteína reguladora. 

Finalmente, los genes a los que se les realizó un análisis más profundo son el c, d, e y el 

putativo gen lanM, al encontrarse más relacionados a las vías biosintéticas reportadas de 

los lantipéptidos.  
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I.iii.1 Análisis de la secuencia lanM  
 

En primer lugar, se comenzó el análisis de la enzima putativa LanM. Al igual que con LanL, 

se realizó Protein BLAST de la secuencia de aminoácidos contra 4 secuencias de enzimas 

modificadoras de lantipéptidos de clase II con actividad antimicrobiana: lacticina 481 (Xie, 

et al., 2004), mersacidina (Altena et al., 2000), citolisina (Van Tyne et al., 2013) y cinamicina 

(Widdick et al., 2003). Se obtuvieron los resultados de la Tabla 17 y 18. 

 

Tabla 17. Resultados de los alineamientos de la enzima putativa LanM (clúster 3) 

Secuencia % Identidad % Similitud % Cobertura 
LctM (Lactococcus 
lactis subsp. lactis) 

21.56 39 85 

MrsM (Bacillus 
velezensis) 

26.50 44 93 

CylM (Enterococcus 
faecalis) 

21.79 39 88 

CinM (Streptomyces 
cinnamoneus) 

27.88 39 83 

No. acceso: LctM (AAC72258.1)/MrsM (KFI15807.1)/CylM (AAK67266.1)/CinM (CAD60521.1)  

 

 

Tabla 18. Resultados de los alineamientos de la enzima putativa LanM con una 
cobertura del 100% (clúster 3) 

Secuencia % Identidad % Similitud Score 
LctM (Lactococcus 
lactis subsp. lactis) 

19.0 35.1 337.5 

MrsM (Bacillus 
velezensis) 

23.5 39.6 698.0 

CylM (Enterococcus 
faecalis) 

20.7 37.7 363.5 

CinM (Streptomyces 
cinnamoneus) 

23.9 34.0 564.5 

No. acceso: LctM (AAC72258.1)/MrsM (KFI15807.1)/CylM (AAK67266.1)/CinM (CAD60521.1)  

 

Se ha reportado que las enzimas LanM comparten alrededor de 30% de identidad en sus 

secuencias (Ma et al., 2014), por lo que los resultados de la Tabla 17 y 18, son bastante 

aceptables bajo este criterio, lo que nos lleva a pensar que el producto del gen lanM, 

efectivamente se trata de una lantionina sintetasa de dicha familia.  
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Se ha identificado que la familia de enzimas LanM presentan en su estructura un dominio 

de deshidratación y un dominio de ciclación. El primero esta estructuralmente relacionado 

a cinasas de lípidos y cataliza las reacciones de fosforilación y eliminación sobre los 

residuos Ser y Thr para generar las deshidrataciones (diferente al mecanismo adoptado por 

las enzimas LanL), mientras que el dominio de ciclación es del tipo LanC, que conserva la 

triada de residuos Cys-Cys-His, encargados de coordinar al ión Zn2+ que resulta 

indispensable para la reacción (Montalbán-López et al., 2017, Okeley et al., 2003, Goto et 

al., 2010). Por tanto, para asegurar que la enzima pueda ser funcional, se decidió realizar 

los alineamientos e identificar los residuos catalíticos conservados en ambos dominios 

(Figura 25 y 26): 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Alineamiento del dominio de ciclasa de la enzima putativa LanM. Los 
residuos conservados se sombrearon en amarillo, los residuos catalíticos se señalan 
con una estrella negra. Alineamiento realizado con MUSCLE (Madeira et al., 2019).  
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Figura 26. Alineamiento del dominio de deshidratasa de la enzima putativa LanM. Los 
residuos conservados se sombrearon en amarillo, los residuos catalíticos se señalan 
con una estrella negra y aquellos residuos no conservados en similitud, se muestran en 
sombreado rojo. Alineamiento realizado con MUSCLE (Madeira et al., 2019).  

Podemos observar que se encuentra la totalidad de los residuos catalíticos indispensables 

para la coordinación del ión zinc (Zn2+) en el dominio de ciclasa, lo que asegura su función 

(Figura 26), sin embargo, para el dominio de deshidratasa se observó un cambio de 

aminoácido en la posición 495, donde se conserva un residuo de glutamina (Q) en otras 

enzimas de la misma familia y, en su lugar, la secuencia se alineó con un residuo de ácido 

glutámico (E). 

En un estudio previo, se realizaron mutaciones por el método de sustitución de alanina a 

varios residuos con putativa función catalítica en enzimas LanM y, se determinó que la 

glutamina conservada (Q495), era una de las responsables de la liberación del péptido del 
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dominio de deshidratación, una vez que este había sido procesado, y que un cambio de 

este aminoácido por alanina disminuía la rapidez de la reacción al observarse que el péptido 

modificado se produjo en un tiempo más prolongado de incubación (2 horas), respecto al 

tiempo que le tomó a la enzima wild type (wt) (15 minutos) generar las deshidrataciones, 

sin embargo, la actividad se mantuvo aún después de la mutación (Ma, et al., 2014). Por lo 

que, tomando este antecedente como base y considerando las diferencias de las 

propiedades fisicoquímicas del ácido glutámico respecto a la glutamina, se espera que este 

cambio no afecte la funcionalidad de la enzima más allá del tiempo de procesamiento, por 

lo que se decidió seguir adelante con el análisis del resto del clúster.  

Al mismo tiempo se obtuvo, el moldeado por homología de la enzima LanM mediante el uso 

del software Phyre2 y I-TASSER, cuyo modelo generado usó como templado la estructura 

cristalina de la lantipéptido sintetasa CylM de clase II en complejo con AMP de 

Enterococcus faecalis (Dong, et al., 2015). 782 residuos de la secuencia de LanM (78%) se 

moldearon con un 100% de confianza en relación con la sintetasa. Esta enzima se 

encuentra involucrada en la biosíntesis de la citolisina, un lantipéptido de clase II (Van Tyne 

et al., 2013). Adicionalmente, se predijeron los posibles cofactores de la enzima LanM 

mediante la herramienta 3D ligand (Figura 27). En esta predicción, se constató la presencia 

del ión Zn2+ coordinado en el dominio de ciclasa.  

 

   

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Modelo tridimensional de la enzima LanM. 782 residuos (78%) se 
moldearon con un 100% de confianza en relación con el templado CylM, que 
corresponde a la lantipéptido sintetasa de clase II en complejo con AMP de 
Enterococcus faecalis. círculo rojo se muestran los iones Zn2+ coordinados. 
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Con estos resultados, podemos concluir que el gen lanM putativamente codifica una enzima 

perteneciente a la familia de lantioninas sintetasas de clase II (LanM), y que presenta las 

características de secuencia indispensables para la bioactividad. Sin embargo, es necesaria 

la clonación y expresión de este gen, para corroborar la función asignada a la proteína. 

 

I.iii.2 Análisis del gen transportador (lanT) 
 

Posteriormente, se continuó con el análisis del gen que codifica para el transportador 

putativo de tipo ABC: LanT. Específicamente, se mostró interés en la búsqueda del dominio 

de peptidasa. Se sabe que en los lantipéptidos de clase II, el transportador LanT presenta 

un dominio de peptidasa en la región N-terminal, que es el responsable de escindir el 

péptido líder del resto de la estructura (Van Der Donk et al., 2012).  

Desafortunadamente, ninguna de las plataformas utilizadas reconoció algún dominio de 

peptidasa, por lo que se decidió alinear la región N-terminal con otras enzimas de la misma 

familia (Figura 28). 

 

Figura 28. Alineamiento del dominio N-terminal de la enzima putativa LanT. Los 
residuos conservados se sombrearon en amarillo, los residuos catalíticos se señalan 
con una estrella negra. Alineamiento realizado con MUSCLE. NukT (BAD01009.2), CvaB 
(AAS50165.1), SunT (AAC63532.1) y ComA (ERL65892.1) 
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Se ha reportado que los miembros de esta familia de transportadores se engloban en las 

proteasas de cisteína similares a papaína y que cortan el péptido líder a través de los 

residuos conservados de Cys, His y Asp (Nishie et al., 2011). En contraste, ninguno de 

estos residuos catalíticos se encuentra presentes en la región N-terminal del putativo LanT, 

lo que nos indica que esta proteína únicamente se dedica al transporte del péptido, pero no 

a la escisión del péptido líder.  

Este resultado ya se ha observado en otras lantipéptidos provenientes específicamente de 

actinomicetos. El clúster biosintético de la cinamicina, un lantipéptido de clase II de 

Streptomyces cinnamoneus DSM 40005, así como sus análogos estructurales duramicina 

B y C, no presentan un gen que codifique una peptidasa, e incluso, tampoco muestran el 

dominio de doble glicina reconocido por la familia de transportadores LanT, sino que en su 

lugar, muestran un motivo AXA en el péptido líder de su precursor LanA, que ahora se sabe,  

es reconocida por las peptidasas tipo I de la vía secretora general (sec), que finalmente son 

las encargadas de generar el péptido maduro (Okesli et al., 2011), lo que sugiere que los 

lantipéptidos no son excretados únicamente por transportadores de tipo ABC, ni son 

escindidos por una peptidasa codificada en el mismo clúster biosintético.  

 

I.iii.3 Análisis del gen lanA 
 

Siguiendo con el análisis del clúster, el siguiente paso fue analizar la secuencia que da 

origen al péptido precursor LanA. La plataforma PRISM no identificó ningún gen precursor; 

BAGEL4 por su parte, identificó una secuencia, pero AntiSMASH 6.1.1 identificó 2 posibles 

secuencias lanA, por lo que se decidió analizar más detalladamente ambos genes. Para 

fines prácticos, se le nombró como propéptido A, a la secuencia reconocida tanto por 

antiSMASH 6.1.0 como por BAGEL4, y propéptido B a la secuencia reconocida solo por 

antiSMASH (Figura 29). 
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Figura 29. Secuencia del propéptido A y B. En color azul se muestra la región de 
péptido líder predicha por antiSMASH 6.1.1. Subrayado con rojo se muestra la 
secuencia estructural o core. Se señala también el sitio de corte entre ambas regiones. 

 

La gran diversidad de lantipéptidos reside en la variabilidad de las secuencias del péptido 

estructural o core, pero no así para el péptido líder (PL). Es por ello por lo que se requieren 

hacer análisis sobre esta región de los propéptidos. En cuanto a la estructura primaria, se 

reconoce que el principal motivo presente en el PL de los lantipéptidos clase II, es el motivo 

de doble glicina G-G/A/S, previo al sitio de corte reconocido por la peptidasa LanT 

(Chatterjee et al., 2005, Bobeica et al., 2019). Otros motivos como el descrito ELXXBX 

(donde B: Val, Leu o Ile), también se ve conservado entre algunos PL de lantipéptidos 

producidos por bacterias ácido-lácticas, pero se encuentra ausente en los producidos por 

actinobacterias, lo que hay que resaltar es la presencia de residuos cargados 

negativamente (Repka et al., 2017). En cuanto a su estructura secundaria óptima, se ha 

sugerido que las maquinarias enzimáticas involucradas en la biosíntesis reconocen la 

conformación de α-hélice anfifática del PL (Knerr et al., 2012), específicamente se ha 

observado que los residuos hidrofóbicos del extremo C-terminal del PL, son importantes 

para la interacción con residuos hidrofóbicos de LanM, propiciando de esta forma, las 

modificaciones postraduccionales (Ma et al., 2014). En un estudio realizado en el 

lantipéptido nukacina ISK-1 donde se afectaba la estructura de la hélice formada por el PL, 

se observó que se disminuyó la producción del péptido modificado, concluyendo entonces, 

que la correcta formación de la α-hélice, así como una correcta distribución de residuos 

hidrofóbicos e hidrofílicos en la secuencia del péptido líder son indispensables para la 

maduración del péptido (Nagao et al., 2009). Tomando en cuenta las características 
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mencionadas anteriormente, se analizó la secuencia del péptido líder del propéptido A y se 

alineó con secuencias de lantipéptidos ya caracterizados (Figura 30). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Alineamiento del péptido líder del Propéptido A contra diversos PL de clase II. La tonalidad 
de azul muestra la identidad entre cada uno de los residuos. Abajo se muestra la secuencia consenso. 
BovA: Bovicina HJ50 (AAP23217.1); NukA: Nukacina (Q9KWM4.1); LctA: Lacticina 481 (O87237.1); 
MutA: Mutacina II (AAC38144.1); MrsA: Mersacidina (CAA87640.1); CinA: cinamicina (P29827.1). La 
flecha roja señala la secuencia del putativo LanA. Alineamiento realizado con MUSCLE (Madeira et al., 
2019) y editado con Jalview.  

 

En el resultado de la alineación se observó la conservación de algunos de los aminoácidos 

preservados en otros PL de bacterias ácido-lácticas, principalmente el sitio de doble glicina 

característico de este grupo, sin embargo, se mostraron ligeras diferencias. Para obtener 

un mejor análisis, se optó por alinear la secuencia únicamente con el péptido líder de la 

cinamicina (Figura 31). 

 

 

 

 

 

Figura 31. Alineamiento del péptido líder LanA contra el péptido líder de los lantipéptidos tipo 
cinamicina. La tonalidad de azul muestra la identidad entre cada uno de los residuos. Abajo se muestra 
la secuencia consenso. CinA: cinamicina (P29827.1). La flecha roja señala la secuencia del putativo LanA. 

 

Claramente, se observó mayor similitud entre la secuencia del PL de la cinamicina y del 

Propéptido A, lo cual era de esperarse al estar más relacionados filogenéticamente, sin 

embargo, en el PL del Propéptido A no se observó el motivo reconocido por el sistema sec 
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(AXA) en la producción de cinamicina (Okesli et al., 2011) y, considerando que tampoco se 

identificó una peptidasa en el BGC del Propéptido, no podemos asegurar la forma en la que 

es escindido el péptido líder, pero podemos sugerir que este proceso puede ser catalizado 

por una enzima de baja especificidad en otra región del genoma bacteriano.  

Para verificar también la presencia de la α-hélice anfifática, reconocida en otros PL de 

lantibióticos, se predijo la estructura secundaria de la secuencia con el programa 

bioinformático Predict Protein (Yachdav et al., 2014) (Figura 32). 

 

 

 

Figura 32. Predicción de la estructura secundaria del péptido líder. H: Hélice α 

 

Una vez que se verificó que para la mayor parte de la secuencia se predijo una estructura 

de α-hélice, se graficaron los residuos -1 a -18 mediante un diagrama de Wenxiang (Figura 

33). Al mismo tiempo se realizó el representación de rueda helicoidal (Figura 34). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34. Estructura secundaria 
y proyección de rueda helicoidal. 
Se denotan los aminoácidos 
hidrofóbicos en amarillo, polares 
sin carga en verde y polares 
cargados en azul y rojo. 

 

Figura 33. Diagrama de Wenxiang. 
El color rojo y azul denota el 
carácter hidrofóbico y polar de los 
residuos, respectivamente 
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En ambas representaciones se observó claramente la distribución de los residuos en dos 

caras o polos. Por un lado, se muestra una cara polar (por la predominancia de residuos 

polares), y por otro una cara polar mixta, resultado bastante similar a lo que ya se ha 

reportado para otras estructuras secundarias de péptidos líder (Nagao et al., 2009). 

Ahora bien, una vez que se corroboró que el PL cumplía con las características atribuidas 

para que se lleve a cabo el procesamiento postraduccional, se procedió a analizar si la 

secuencia estructural del propéptido mostraba similitud con alguna secuencia ya reportada 

en la base de datos y, de esta manera evitar el análisis de una estructura ya conocida. Se 

utilizó la plataforma bioinformática DeepRipp (Merwin et al., 2019). Esta plataforma también 

asigna una probabilidad a la secuencia del PL de pertenecer a una clase de RiPP en 

específico. La secuencia del Propéptido A fue clasificada como un precursor de un 

lantipéptido clase II, con una probabilidad del 97.88%, asímismo, se predijeron 3 

alineamientos del péptido estructural con secuencias de propéptidos ya conocidos (Tabla 

19). 

 

Tabla 19. Puntuación dada a los alineamientos del péptido estructural A, con 
secuencias de lantipéptidos ya reportadas. 

Péptido Score 
Ruminoccina A (Ruminococcus gnavus) -0.09 

Subtilomicina (Bacillus subtilis) -0.19 
Flvbeta.c (Ruminococcus flavefaciens) -0.19 

 

 

Como se puede observar en la Tabla 19, la puntuación para cada alineamiento es baja, por 

lo que tomando en cuenta los resultados anteriores, podemos concluir que la secuencia del 

propéptido A se puede clasificar como precursor de un lantipéptido novedoso de clase II. 

El programa antiSMASH 6.1.1 también muestra los pesos previstos para el lantipéptido 

(Tabla 20), en función del número de deshidrataciones que se realicen en la secuencia y 

los residuos que pueden ser procesados por la maquinaria biosintética LanM (Figura 35).  
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Figura 35. Secuencia del Propéptido A con las putativas modificaciones 
postraduccionales. Dha: dehidroalanina, Dhb: Dehidrobutirina. 

 

 

Tabla 20. Pesos moleculares predichos para el Propéptido A en función de los 
residuos Ser/Thr deshidratados 

N° Ser/Thr modificados Peso molecular (Da) 
8 3466.9 
7 3484.9 
6 3502.9 
5 3520.9 
4 3538.9 

 

 

Adicionalmente, se utilizó la plataforma RiPPMinner (Agrawal, et al., 2017) para la 

predicción de la estructura resultante de las modificaciones postraduccionales a este 

péptido. El algoritmo predijo dos uniones entre la Thr13 - Cys22 y la Thr31 – Cys34 (Figura 

36), mismas que deben ser verificadas experimentalmente. 

 

L Y I G G S A T E Q G L T E I D V A A I S C G T A C S W S R T R A C C 
                                    |                         |                         |       |    
                                    | _ _ _ _ _ _ _ _ |                         | _ _ |   

 

 

Figura 36. Estructura prevista para el Propéptido A mediante RiPPMinner (Agrawal et 
al., 2017). Se observan 2 anillos de 3-metil lantionina (Thr-Cys). 
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Para el caso de la secuencia del propéptido B, no se obtuvieron alineamientos significativos 

entre su PL y los PL de otros lantipéptidos ya reportados, tanto de bacterias ácido-lácticas 

como de aquellos provenientes de actinobacterias. Tampoco se observaron las 

características deseables para que PL sea reconocido por la maquinaria enzimática LanM, 

y el programa bionformático DeepRiPP no lo clasificó como un putativo péptido modificado 

postraducionalmente.  

No podemos descartar la posibilidad de que el producto pueda cumplir con alguna otra 

actividad biológica o que pertenezca a otra familia de bacteriocinas, pero, para fines de este 

trabajo, por el momento no se considerará su clonación, y únicamente se continuará con el 

propéptido A (LanA). 

 

I.iii.4 Análisis del gen regulador 
 

Como ya se ha mencionado, el clúster involucrado en la producción del lantipéptido de clase 

II presenta una secuencia que codifica un regulador transcripcional de la familia LuxR. 

Mediante un análisis en BLAST, se identificó a la proteína con un motivo hélice-giro-hélice. 

En la plataforma BAGEL4 se identificó a esta proteína como parte de los reguladores 

transcripcionales de tipo LiaR, la cual fue identificada por primera vez en Bacillus subtilis y 

que forma parte de un regulador de dos componentes involucrado en la respuesta a 

fármacos que interfieren con el ciclo de lípido II en la membrana citoplasmática, como 

vancomicina, bacitracina, ramoplanina y nisina (un lantibiótico de clase I), lo que genera un 

estrés en la célula (Jordan et al., 2006). Esta similitud de secuencia corresponde a la región 

carboxilo terminal del regulador identificado en el clúster 3 (Figura 37) sin embargo, esta 

respuesta de estrés ya descrita ampliamente en firmicutes, requiere de un complejo de 

proteínas que no se observan en el clúster analizado. No se descarta la posibilidad de que 

este regulador esté actuando sobre otra región del genoma generando una respuesta 

distinta a la descrita para el sistema LiaR, no obstante, llama la atención que se encuentre 

el motivo conservado en el clúster y que precisamente esté involucrado en un proceso de 

estrés por antibióticos que actúan sobre el lípido II, que se propone es el mecanismo de 

acción que putativamente ejerce el lantipéptido clase II sobre el que gira este proyecto. 

Entonces, aunque es arriesgado considerarlo, se puede intuir que este regulador esté 

mayormente encargado de la resistencia del organismo productor, al lantipéptido o los 
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lantipéptidos que produce, aunque es necesario realizar un análisis más profundo para 

asegurar esta hipótesis.  

  

Figura 37. Alineamiento del dominio C-terminal del putativo LuxR contra el regulador 
LiaR. Los residuos conservados se señalan en asterisco. Alineamiento realizado con 

MUSCLE (Madeira et al., 2019). LiaR (NP_391188.1). 

 

Se ha observado previamente que en los clústeres de lantipéptidos producidos por 

miembros del grupo de las actinobacterias (cinamicina y microbisporicina) presenten una 

estructura de talla-bucle formada por la secuencia del transcrito entre el final del gen lanA 

y el inicio de la primera enzima biosintética lanM o lanB (Fulston & Bibb, 2010; O´Rourke, 

et al., 2017), el cual funciona como un putativo atenuador transcripcional. Por tal motivo, 

nos dimos a la tarea de investigar si se encontraba alguna estructura similar entre la región 

no codificante entre lanA y lanM del clúster de interés. Mediante la plataforma RNAfold 

WebServer (Gruber et al., 2008) y RNAstructure (Reuter & Mathews, 2010) se predijo una 

estructura de tallo-bucle entre la región 125,705 – 125,777, con una energía libre mínima 

de ΔG = −52.20 kcal mol−1 (-218.196 kJ mol−1) (Figura 38). Se ha propuesto que esta 

estructura funciona como otro mecanismo de regulación, asegurando una estequiometría 

apropiada entre el péptido precursor del lantipéptido y las enzimas modificadoras (O´Rourke 

et al., 2017) o un sitio de procesamiento de transcritos, por lo que esta estructura estaría 

ejerciendo la misma función en el clúster 3 de Embleya sp. NF3. Cabe destacar que esta 

aseveración es una predicción putativa, por lo que es necesario comprobar que el 

mecanismo de atenuación sucede mediante ensayos experimentales. Para fines de este 

proyecto, no se profundizará más en esta estructura. Algo que también es interesante es el 

hecho de que esta secuencia de tallo-bucle fue ubicada en la región amino terminal del gen 

lanM, que inicia con un codón de inicio GTG (común en Streptomyces) y no con ATG, que 

finalmente se encuentra al término de la estructura secundaria predicha para el transcrito.  
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II. Clonación heteróloga en Escherichia coli  
 

La clonación del gen lanA se realizó mediante dos ensayos: ensamble Golden Gate y 

clonación tradicional. Adicionalmente, se realizaron ensayos de clonación del gen lanM, sin 

embargo, se obtuvieron distintos obstáculos en la obtención de esta construcción, como se 

menciona en la siguiente sección.  

 

II.i Clonación del gen lanM 
 

Recapitulando, la clonación y expresión del gen lanM es importante para la producción de 

la enzima biosintética LanM, necesaria para la generación del lantipéptido modificado, que 

es el PN con actividad antibacteriana potencial. Una vez realizado el análisis bioinformático, 

Figura 38. Estructura de tallo-bucle 
identificada entre la región espaciadora 
del gen lanA y lanM. ΔG = −52.20 kcal 
mol−1. Predicción realizada con el 
servidor RNAfold WebServer (Gruber et 
al., 2008). 
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se planteó la posibilidad de clonar y expresar este gen en E. coli. La estrategia a seguir 

consistía en la amplificación por PCR del gen a partir del genoma de Embleya sp. NF3; 

posteriormente clonarlo en el vector pCR-Blunt II-TOPO, e inmediatamente subclonarlo en 

el vector de expresión pET-22b(+). Finalmente, se realizaría la expresión para la obtención 

de la proteína recombinante.  

Se realizaron varios ensayos de clonación tanto en el vector pET-22b(+), como en el vector 

pCR-Blunt II-TOPO (resultados no mostrados), en los que se tenían numerosas colonias 

transformantes, sin embargo, al momento de realizar la verificación de la construcción 

TOPO-lanM o pET22-lanM, se observaron patrones de digestión distintos a lo predicho 

mediante algunas plataformas de análisis bioinformático, e incluso, los vectores perdían 

parte de su secuencia, lo que se veía reflejado en un patrón de digestión muy diferente al 

observado con el plásmido sin transformar.   

Lo anterior nos hizo considerar un posible evento de recombinación entre el genoma de E. 

coli y las construcciones con el gen lanM dado su alto contenido de GC (73.6%) y las altas 

secuencias palindrómicas presentes en los vectores de expresión utilizadas. No obstante, 

este evento podría ser poco probable por diversas razones. En primer lugar, se reporta que 

los vectores del sistema pET son estables en las condiciones trabajadas en el laboratorio 

sin embargo, también se ha reportado que en algunas ocasiones  pueden surgir problemas 

de inestabilidad cuando un gen codifica para producto tóxico para la célula al expresarse 

en bajas concentraciones (sobre todo al clonarse en hospederos que contengan el gen de 

la RNA polimerasa T7), lo cual tampoco sería posible, ya que no se usaron dichas cepas 

para clonar, lo que nos lleva a nuestro segundo punto.  

Las cepas utilizadas para la clonación se encuentran deletadas de recombinasa y 

endonucleasa A (recA & endA) lo que debería proveer de una alta eficiencia de 

transformación y evitaría eventos tales como los que se observaron en los experimentos. 

Ahora bien, en caso de que alguna de estas cepas estuviera expresando alguna 

recombinasa, se ha reportado que en condiciones in vitro, secuencias ricas en GC generan 

una exclusión para la recombinación en E. coli, incluso cuando estas son altamente 

conservadas (Gruss et al., 1991). En contraparte, también se ha reportado que en E. coli 

ocurren reordenamientos entre repeticiones cortas independientemente de la 

recombinación homóloga mediada por recA e incluso, estas supresiones se observan a 
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frecuencias más altas en secuencias repetidas largas (Lovett et al, 1994) como el caso de 

nuestras secuencias de interés, por tanto, un evento de esta magnitud podría ser posible. 

Pese a los esfuerzos innumerables de obtener con éxito la construcción con el gen lanM, 

lamentablemente no fue posible clonar este gen mediante técnicas tradicionales, razón por 

la cual, no se presentan resultados en esta sección.  

Ahora bien, se planteó la posibilidad de clonar este gen mediante una técnica de clonacíon 

distinta a la utilizada en este proyecto, como ensamble de Gibson o ensamble Golden Gate 

en E. coli o en su lugar, realizar ensayos de clonación en alguna cepa de Streptomyces, ya 

que se encuentra filogenéticamente más cercana a Embleya, al ser miembro de la familia 

Streptomycetaceae (Kokami et al., 2020), lo que a su vez podría ayudar a lograr una 

expresión exitosa de la proteína LanM al evitar posibles problemas de insolubilidad o una 

traducción ineficaz reportada para el hospedero E. coli (Nakashima et al., 2005) al aumentar 

la disponibilidad de codones típicos para actinomicetos. Sin embargo, la clonación de lanM 

se encontraba fuera de los objetivos de este proyecto y del tiempo destinado del programa 

de posgrado, por lo que queda como perspectiva para futuros proyectos.  

 

II.ii Clonación del gen lanA por ensamble Golden Gate  
 

El ensamble Golden Gate es una metodología de clonación que emplea endonucleasas tipo 

IIS, cuyo funcionamiento es cortar fuera de los sitios de reconocimiento de su secuencia de 

reconocimiento, generando así extremos cohesivos de alrededor de 4 pares de bases 

(también conocidos como sitios de fusión), que indican el orden en el que se ensamblan las 

secuencias de interés (Andreou & Nakayama, 2018; HamediRad et al., 2019) 

Para la realización de esta técnica es necesario tener optimizado un vector destino 

(backbone) con los sitios de reconocimiento de la enzima de restricción. En este proyecto 

se usó el plásmido pFGC-T7-RJBB (Guzmán et al., 2022). Este vector presenta sitios de 

reconocimiento de la enzima BsaI, mismos que flanquean la secuencia de la beta 

galactosidasa (lacZ) que permite discriminar las colonias con la construcción deseada 

mediante un sistema blanco/azul; adicionalmente, la inducción de la proteína de interés se 

encuentra bajo el promotor T7 y, además, se adiciona una etiqueta de histidinas (His-Tag) 

en el extremo amino terminal de la proteína recombinante. 
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También es necesario que en el gen a insertar se encuentren los sitios de reconocimiento 

de la endonucleasa. Para este proyecto se utilizó la enzima BsaI. Estos sitios fueron 

colocados en la secuencia del gen lanA mediante una reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR), para lo cual fue necesaria la síntesis de oligonucleótidos que incluyeran esta 

secuencia y, además, se adicionaran los sitios de fusión complementarios a los sitios 

generados en pFGC-T7-RJBB. En el anexo 4 se muestra un esquema general del ensamble 

Golden Gate entre el vector pFGC-T7-RJBB y el gen lanA.  

 Se comenzaron los ensayos de clonación del gen lanA en el vector de expresión pFGC-

T7-RJBB. Las cantidades para agregar a la mezcla de reacción fueron determinadas de 

acuerdo con la concentración del inserto y del vector determinadas en un equipo nanodrop. 

Para la verificación del éxito de la construcción se realizó PCR de colonia de 5 

transformantes. Se verificó la presencia del amplicón en las colonias 1, 2, 3 y 5. Como 

primer control negativo se utilizó una colonia transformante color azul y como segundo 

control negativo el plásmido pFGC-T7-RJBB; el control positivo corresponde a la 

construcción pUCIDT-lanA (Figura 39). 

 

Posteriormente, era necesario verificar el éxito de la construcción mediante una digestión 

con enzimas de restricción; sin embargo, es importante recordar que mediante el sistema 

de ensamble Golden Gate, los sitios de ensamble (BsaI) se pierden, por tanto, fue necesario 

la búsqueda de otra enzima que mostrara un patrón de digestión específico. Con ayuda de 

la plataforma Snapgene, se seleccionó la enzima BpiI. Se extrajo el plásmido de las colonias 

1, 3 y 5. El plásmido de las colonias fue incubado con BpiI durante 2 horas a 37 °C. 

pb 

Figura 39. PCR de los plásmidos 
para la la identificación del gen lanA 
en gel de agarosa 0.8%. C+: control 
positivo; C-: control negativo. pb = 
pares de bases. MW = marcador de 
peso molecular. 
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En los plásmidos de las colonias 1 y 3 se observó 

el patrón de bandas esperado para la construcción 

pFGC-lanA (Figura 40), por lo que ambos 

plásmidos aislados fueron mandados a secuenciar 

a la unidad de secuenciación del Instituto de 

Fisiología Celular de la UNAM.  

 

 

 

Figura 40. Verificación del patrón de bandas de la construcción pFGC-lanA, en gel de 
agarosa 0.8% (m/v). Se observan las bandas esperadas en el plásmido 1 y 3. pb = 
pares de bases. MW = marcador de peso molecular.  

 

Los resultados de la secuenciación mostraron resultados de muy buena calidad y la 

presencia del inserto lanA en el vector (Figura 41). Esta secuencia no presenta mutaciones, 

por lo que la verificación de la construcción fue realizada con éxito.  

 

 

 

Figura 41. Resultados de la secuenciación de la construcción pFGC-lanA. 

 

II.iii Clonación del gen lanA en pRSFDuet-1 
 

Adicionalmente, el gen lanA fue clonado en el vector de expresión pRSFDuet-1. En primer 

lugar, se extrajo el plásmido pUCIDT-lanA y el plásmido pRSFDuet-1 de transformantes de 
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E. coli DH5-α, para posteriormente ser digeridos y ligados de acuerdo con los 

procedimientos descritos en la sección de metodología.  

Se realizó un ensayo de transformación por choque térmico de células de E. coli DH5-α en 

el que se obtuvieron 8 colonias transformantes. Se extrajo el plásmido de las 8 colonias y 

se observó el patrón de bandeo y se prosiguió con el análisis de dos colonias (Figura 42).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42. PCR de los plásmidos para la identificación del gen lanA en gel de agarosa 
0.8% (m/v). Se observa una banda correspondiente al tamaño esperado del amplicón 
de 227 pb en los 3 casos. pb = pares de bases. MW = marcador de peso molecular.  

 

Para la verificación del éxito de la construcción se realizó PCR de los plásmidos. Se verificó 

la presencia del amplicón en la colonia 4. Es importante observar que dicha banda se 

observaba también en el control negativo, en el que se colocó como molde al plásmido 

pRSFDuet-1; sin embargo, la banda obtenida con la transformante 4, era aún más intensa, 

por lo que para verificar que en este plásmido se encontraba el inserto lanA, se realizó una 

digestión con las enzimas EcoRI y HindIII. Se incubaron ambas enzimas a 37°C por cuatro 

horas, en el buffer de reacción 2 de New England Biolabs. 

En la Figura 43 se puede observar la presencia de una banda en el peso esperado para el 

inserto lanA, por lo que presuntivamente la construcción fue exitosa. Este plásmido fue 

pb 
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mandado a secuenciar a la unidad de secuenciación del Instituto de Fisiología Celular de la 

UNAM.  

 

Figura 43. Verificación la liberación del inserto de la construcción pRSFDuet-lanA, en 
gel de agarosa 0.8% (m/v). Se observan las bandas correspondientes al inserto y al 
vector en el plásmido 4. ND: no digerido; D: digerido. pb = pares de bases. MW = 
marcador de peso molecular.  

 

Los resultados de la secuenciación mostraron la presencia del inserto lanA en el vector 

(Figura 44). Esta secuencia no presentó mutaciones, por lo que la verificación de la 

construcción fue realizada con éxito.  

 

 

Figura 44. Resultados de la secuenciación de la construcción pRSFDuet-lanA. 

 

 

pb 
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III. Inducción de la expresión mediante el sistema Cell-Free 
 

Después de corroborar que ambas construcciones estuvieran correctas: pFGC-lanA y 

pRSFDuet-1, se decidió implementar el sistema de expresión libre de células (Cell-free), 

dada la facilidad que presenta este sistema y a los buenos resultados que ha mostrado 

tanto para la producción de lantipéptidos como de otras proteínas (Liu et al., 2020; Guzmán 

et al., 2022;). Los sistemas libres de células o CFPS (cell-free protein synthesis) son 

sistemas para la producción de proteínas recombinantes independientes del crecimiento 

celular (Liu et al., 2020). Estos contienen todos los componentes necesarios para la 

traducción in vitro de los RNAs presentes en la reacción (Bergquist, Siddiqui & Sunna, 

2020), generalmente se utilizan extractos crudos derivados de bacterias, adicionados con 

aminoácidos esenciales y sustratos energéticos que son utilizados como fuente de energía 

para polimerizar aminoácidos a cadenas polipeptídicas (Hodgman & Jewett, 2011). Dado el 

alto nivel en la síntesis de proteína y a la relación costo-beneficio, la CFPS con E. coli ha 

sido uno de los principales sistemas utilizados.  

Específicamente, el sistema a utilizar en este proyecto fue propuesto por Guzmán y 

colaboradores y actualmente los componentes de la reacción se encuentran disponibles en 

el laboratorio de Microbiología Industrial y contiene a grandes rasgos, los siguientes 

componentes:  

- 33.33% (v/v) de extracto celular: proviene de la inducción con IPTG de un cultivo de 

E. coli BL21, misma que se encuentra escindida de proteasas y optimizada para la 

expresión de proteínas recombinantes.  

- Wizard Mix: Glutamato de potasio 175 mM, glutamato de amonio 10 mM, oxalato de 

potasio 2.7 mM, putrescina 1 mM, espermidina 1.5 mM, 0.33 mM NAD, 1.2 mM ATP, 

0.86 mM CTP, GTP and UTP, 0.27 mM CoA, 0.172 mg/mL of MRE600 E. coli tRNA, 

ácido folínico 0.07 mM, 33 mM PEP, 2 mM de cada uno de los 19 aminoacidos 

(excepto glutamato), glutamato de magnesio 10 mM.  

- 5 nM de DNA plasmídico o lineal.  

- 2% (p/v) de polietilenglicol 8000 (PEG-8000) como agente de hacinamiento.   

- H₂O MilliQ estéril  

Ahora bien, en ambas construcciones se utilizó una secuencia del péptido lanA optimizada 

para su expresión en E. coli, pues recordando, fue extraída de la construcción sintética 
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pUCIDT-lanA, por lo tanto, la expresión del péptido lanA mediante este sistema puede ser 

exitosa.  

En primer lugar, ambas construcciones fueron extraídas y diluidas a una concentración 20 

nM. Para la conversión de la concentración en masa a molar, se empleó la plataforma 

Bioline calculator (https://www.bioline.com/media/calculator/01_07.html). Este plásmido 

debe de estar purificado por columna de purificación de DNA o, en su defecto, debe de 

tener índices de pureza 260/280 y 260/230 recomendados para secuenciación.  

Posteriormente, se colocaron 20 reacciones con el vector pFGC-lanA (Figura 45), de 

acuerdo con la composición mostrada en la Tabla 8. En seguida, todas las reacciones 

fueron purificadas mediante columnas de afinidad a níquel. Para la observación de la 

presencia de pequeños péptidos, se utilizaron como controles una reacción de cell-free sin 

plásmido, y como control positivo se utilizó un plásmido productor de la proteína mScarlet. 

Las reacciones fueron incubadas durante 14 horas a 29 °C.  

  

 

Se realizó un gel de Tris-Tricina a una concentración de 16% (m/v) de poliacrilamida a una 

concentración de 46.5/3% (m/v) de acrilamida/bis-acrilamida, de acuerdo con Schägger 

(2016). En el gel se cargaron 15 µL de muestra. En este ensayo se comparó la proteína de 

los controles positivo, negativo, las dos eluciones resultantes de la purificación por afinidad, 

los 3 lavados realizados a la columna y la fracción no unida a la misma (Figura 46). 

Figura 45. Visualización de las reacciones de 
cell-free. C+: CFPS con el plásmido mScarlet. 
C-: control negativo de la reacción. CF: CFPS 
con la construcción pFGC-lanA.    
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Figura 46. Separación y visualización de las proteínas presentes en la reacción CFPS 
de la construcción pFGC-lanA en gel de Tris-Tricina-SDS al 16% (m/v) de poliacrilamida. 
Se observan péptidos presentes en las eluciones de las columnas de afinidad con un 
peso superior a 10 kDa. E1: Primera elución con 500 mM de imidazol. E2: Segunda 
elución con 500 mM de imidazol. NU: fracción no unida a las columnas de afinidad a 
níquel. L1: Primer lavado con 20 mM de imidazol. L2: Segundo lavado con 20 mM de 
imidazol.  C+: CFPS con el plásmido mScarlet. C-: control negativo de la reacción.  

 

En la Figura 46 se observa la presencia de bandas de proteínas en un peso alrededor de 

los 10 kDa, lo que podría corresponder al péptido LanA. En la Tabla 21 se muestran las 

características de los péptidos expresados. Muchas veces se ha observado que en estos 

geles algunas proteínas no muestran el peso teórico esperado por diversas razones. Una 

de las más comunes es que estas proteínas recombinantes pueden formar oligómeros, lo 

que representa que el peso sea diferente al esperado, por tanto, no se descarta la 

posibilidad de que LanA forme oligómeros y que esta diferencia de bandas, no observada 

en los controles, corresponda a la proteína esperada.  
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Tabla 21. Pesos esperados de las construcciones con el gen lanA 

Construcción Peso esperado 
con PL 

Peso del PL Peso del core 

pFGC-lanA 9215.10 Da (87 aa) 5638.06 Da (52 aa) 3595.05 (35 aa) 

pRSFDuet-lanA 8874.63 Da (83 aa) 5297l.59 Da (48 aa) 
PL: péptido líder: aa: aminoácidos  

 

Otro punto que fue notable es la presencia de múltiples bandas de proteínas en las 

eluciones de la purificación, éstas pueden corresponder a proteínas con secuencias de 

histidinas en su secuencia, mismas que han quedado adheridas a la membrana con 

imidazol y que, por tanto, pueden considerarse como contaminantes en la purificación. Para 

solucionar este problema se realizaron lavados más astringentes mediante el aumento de 

la concentración de imidazol en la solución de lavado a 80 mM, repitiendo dos veces este 

paso.  

Nuevamente se realizaron geles de tris-tricina para observar el péptido LanA; sin embargo, 

no se obtuvo éxito al realizar estos geles, ya que no se observaba una buena resolución en 

ninguno de los carriles (geles no mostrados). Se realizaron varios ensayos en los que se 

cambiaban distintas condiciones de la electroforesis, pero desafortunadamente no se 

obtuvieron resultados positivos en ninguno de los casos.  

Dados los problemas anteriores se decidió continuar realizando geles de poliacrilamida 

SDS-PAGE (Figuras 47 y 48) para observar la presencia del péptido de interés mediante 

una tinción con azul de Coomassie para la visualización de las bandas de proteínas.  

 

 

 

 

 

 

Figura 47. Separación y visualización de las proteínas 
presentes en la reacción CFPS de la construcción pFGC-
lanA en gel de SDS-PAGE al 16% (m/v) de poliacrilamida. 
No se observan péptidos presentes en las eluciones de las 
columnas de afinidad con un peso alrededor de 10 kDa. 
E1: Primera elución con 500 mM de imidazol. E2: Segunda 
elución con 500 mM de imidazol. NU: fracción no unida a 
las columnas de afinidad a níquel. L1: Primer lavado con 
80 mM de imidazol. L2: Segundo lavado con 80 mM de 
imidazol. Se cargaron 10 μL de las muestras. 
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Figura 48. Separación y visualización de las proteínas presentes en la reacción CFPS 
de la construcción pFGC-lanA en gel de SDS-PAGE al 16% (m/v) de poliacrilamida. No 
se observan péptidos presentes en las eluciones de las columnas de afinidad con un 
peso alrededor de 10 kDa. E1: Primera elución con 500 mM de imidazol. E2: Segunda 
elución con 500 mM de imidazol. NU: fracción no unida a las columnas de afinidad a 
níquel. L1: Primer lavado con 80 mM de imidazol. L2: Segundo lavado con 80 mM de 
imidazol.  C+: CFPS con el plásmido mScarlet. C-: control negativo de la reacción. pFGC: 
CFPS con el vector vacío. Se cargaron 8 μL de las eluciones y lavados y 6 μL de los 
controles.   

 

Se observa en las Figuras anteriores (Fig. 47 y 48) que aumentar la concentración de 

imidazol en los lavados, efectivamente disminuye la cantidad de proteína presente en las 

eluciones e incluso, en el segundo lavado ya no se encuentra gran cantidad de proteína. 

Sin embargo, con los geles SDS-PAGE no se han logrado definir bandas del peso esperado 

del péptido LanA, incluso utilizando concentraciones elevadas de poliacrilamida.  

No se descarta la posibilidad del éxito de la expresión mediante el sistema cell-free, dado 

la funcionalidad que ha demostrado este sistema anteriormente, sin embargo, se requiere 

de otras metodologías más sensibles que permitan la identificación adecuada de péptidos 

pequeños.  

En contraparte, se ha cumplido con los objetivos centrales del proyecto de investigación, 

por lo que se propone como perspectiva proseguir con los ensayos de expresión del péptido 

precursor LanA.   
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En la búsqueda de un producto natural novedoso, en este trabajo se logró evidenciar 

mediante minería genómica la presencia de clústeres que codifican lantipéptidos de 

distintas clases en el genoma de algunos actinomicetos endófitos. En el genoma de 

Actinoplanes sp. TCF3 no se identificaron BGC de lantipéptidos; en Streptomyces sp. L06 

se identificó un BGC de lantipéptido de clase III; mientras que en Embleya sp. NF3 se 

identificaron dos clústeres de clase I, uno de clase II, uno de clase III y tres de clase IV. Se 

analizó la secuencia de la putativa enzima biosintética LanL del clúster 21, y se identificó la 

ausencia de distintos aminoácidos en la secuencia, cuya presencia para la actividad 

catalítica ha sido determinada experimentalmente, por lo que putativamente se infiere que 

podría no ser funcional; sin embargo, esto se debe corroborar experimentalmente.  

Por otro lado, en el genoma de Embleya sp. NF3 se identificó un BGC único productor de 

un lantipéptido de clase II. Mediante herramientas bioinformáticas, se pudo realizar el 

análisis de la secuencia de la enzima biosintética LanM, donde se determinó que esta 

presentaba los dominios indispensables para la funcionalidad de la proteína, como se ha 

observado en otros estudios. Adicionalmente, también se realizó el modelado de la proteína 

tomando como molde a la estructura de CylM, enzima encargada del procesamiento de la 

citolisina, un lantipéptido de clase II producido por Enterococcus faecalis. Sobre este 

modelo se predijo como ligando al ión Zn²⁺ y al AMP, que se ha observado, también son 

importantes para la funcionalidad de la enzima. En contraparte, se realizó el análisis de la 

secuencia del gen transportador LanT, donde también fue notable la ausencia del dominio 

de proteasa, que se ha descrito, es útil para la remoción del péptido líder del péptido 

maduro, aunque como se mencionó, este resultado se ha observado en numerosos BGC 

identificados en actinobacterias.  

Asímismo, el análisis del gen regulador evidenció que éste codifica para una proteína que 

pertenece a la familia del regulador LiaR (de Bacillus subtillis), que se activa con moléculas 

que atacan el lípido II. En suma, también se identificó una estructura tallo-bucle entre el 

final del gen lanA y el inicio del gen lanM, y se infiere que pude funcionar como atenuador 

transcripcional.  

Mediante un análisis exhaustivo de la proteína codificada en el gen lanA se identificaron 

aminoácidos conservados en el péptido líder, así como una estructura secundaria de alfa 

hélice, que se ha visto que son necesarios para que éste puede ser modificado por la 

maquinaria biosintética. Se ubicó más de un gen lanA en el BGC, de los cuales sólo uno 
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presentaba las características idóneas para ser modificado postraduccionalmente, sin 

embargo, no se descarta la posibilidad de que otros péptidos puedan ser modificados por 

LanM.  

Adicionalmente, se asignaron otras funciones a los genes adicionales que se encontraban 

en el BGC 3 de Embleya sp. NF3, los cuales, de acuerdo con la literatura, no estarían 

participando en la producción de un lantipéptido de clase II.  

La relevancia de este BGC no sólo radica en que la secuencia del péptido no ha sido 

descrita con anterioridad, si no que, además, se ha reportado que la familia a la que 

pertenece este PN puede presentar otras actividades biológicas adicionales a la 

antimicrobiana, lo que confirma la importancia que puede adquirir la caracterización 

experimental del lantipéptido.  

Por tanto, y de acuerdo con la identificación y caracterización bioinformática realizada en 

este proyecto, se concluyó que para la producción del lantipéptido de clase II es necesario 

e indispensable la clonación y expresión de los genes lanM y lanA.  

En un primer ensayo, se seleccionó a Escherichia coli como hospedero heterólogo para la 

expresión de ambos genes. Se realizaron diversos ensayos para la clonación del gen lanM 

utilizando distintos vectores de clonación; sin embargo, no fue posible obtener esta 

construcción siguiendo los métodos ya descritos, por lo que queda como perspectiva utilizar 

otro hospedero mayormente relacionado a la cepa nativa.  

Por otro lado, se obtuvo con éxito la construcción con el gen lanA utilizando estrategias de 

clonación tradicional, así como con ensamble Golden Gate en E. coli. Asimismo, se probó 

la expresión del péptido mediante un sistema libre de células (cell-free), donde 

presuntivamente pudimos observar la presencia de LanA. Aunado a ello, queda como 

perspectiva realizar más ensayos para determinar la presencia del péptido. No obstante, no 

es menos preciso afirmar que esta metodología es novedosa en cuanto a la obtención de 

lantipéptidos, por tanto, este proyecto es pieza clave para seguir implementando estas 

técnicas en el laboratorio y que más adelante se pueda perfeccionar la obtención de 

péptidos pequeños.  

Es importante realizar en futuros proyectos la clonación y expresión del gen lanM para 

obtener la enzima biosintética necesaria para la generación del lantipéptido maduro LanA 
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y, posteriormente, realizar ensayos de difusión en agar contra diversas cepas bacterianas 

para la determinación de la actividad antimicrobiana.   

En resumen, utilizando un enfoque de minería genómica, logramos hacer visible la 

presencia de un BGC novedoso productor de un lantipéptido de clase II, se realizó su 

caracterización bioinformática y se contribuyó a la clonación del gen lanA en un hospedero 

heterólogo, culminando así con los objetivos planteados en este proyecto de investigación.   
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Conclusiones 
 

Utilizando herramientas de minería genómica se identificaron 7 clústeres involucrados en 

la producción de lantipéptidos en el genoma de Embleya sp.NF3 y un BGC en Streptomyces 

sp. L06. Actinoplanes sp. TCF3 no presentan clústeres involucrados en la producción de 

lantipéptidos. 

El clúster 21 de Embleya sp. NF3 no presenta los dominios indispensables en la secuencia 

de LanL, para la biosíntesis de un lantipéptido de clase IV. 

El clúster 3 de Embleya sp. NF3 presenta la enzima modificadora LanM completa, así como 

el péptido precursor idóneo para la producción de un lantipéptido clase II; la regulación de 

su producción puede estar mediada por un putativo atenuador transcripcional localizado 

entre el gen lanA y el lanM.  

Se obtuvo con éxito la construcción pFGC-lanA por ensamble Golden Gate y la construcción 

pRSFDuet-lanA mediante clonación tradicional y presuntivamente, utilizando la plataforma 

cell-free se puede obtener la expresión del péptido LanA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



88 

 

Perspectivas 
 

Realizar la clonación y expresión del gen lanM mediante técnicas de clonación distintas a 

las utilizadas en este proyecto o utilizando otro hospedero heterólogo disponible en el 

laboratorio.  

Obtener el lantipéptido maduro LanA mediante la incubación de la enzima LanM con el 

péptido LanA inmaduro.  

Realizar ensayos de antibiosis por difusión en agar con el lantipéptido de clase II.  

Identificar la estructura del lantipéptido modificado.  

Producir el lantipéptido de clase IV codificado en el clúster 21 de Embleya sp. NF3, para 

comprobar la funcionalidad de la enzima LanL.  
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Anexos 
 

Anexo 1: Medios y soluciones  
 

LB 

 

Triptona de caseína      10.0 g/L 

NaCl                              10.0 g/L 

Extracto de levadura      5.0 g/L 

 

Para la preparación de medio LB sólido, agregar 4.5% de agar. 

 

Concentración de antibióticos 

 

Kanamicina                    50 μg/mL 

Ampicilina                      100 μg/mL 

 

Concentración de otros sustratos para selección azul/blanco 

 

Par cada 100 mL de agar LB, agregar las siguientes cantidades a partir de los stocks 

señalados.  

 

Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) 1 M             100 μL 

 

ß-D-galactopiranósido (X-gal) 60 mg/mL                         100 μL 
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Solución I (SET) 

 

Sacarosa                       8% (m/v) 

Tris-HCl                         0.05 M 

EDTA                             0.05 M   pH 8.0   

 

 

Solución II  

 

SDS                               2% (m/v) 

NaOH                            0.4 N 

La solución II se prepara mezclando partes iguales de SDS 2% y NaOH 0.4 N al momento 

de usar, mezclar con vortex. 

 

 

Solución III  

 

Acetato de sodio anhídrido       3 M pH 4.8  

El pH se ajusta con ácido acético glacial  

 

Las soluciones I y III se almacenan a 4 °C 
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Anexo 2: Condiciones de reacción para la amplificación por PCR del 
gen lanA 

 

 

 

 

 

Paso Temperatura (°C) Tiempo (min) No. ciclos 

Desnaturalización 
inicial 

 

94 

 

5:00 

 

1 

Desnaturalización 94 0:30  

 

25 

 

Alineamiento 57 0:30 

Elongación 72 0:30 

Elongación final 72 1:00 1 

Storage 4 ∞ 1 
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Anexo 3: Gen lanA amplificado con la secuencia de reconocimiento de 
BsaI y los sitios de fusión 

 

 

 

 

 

 

Secuencia del amplicón: 227 pb 

 

 

5´- ttggtctcgaATGCGGACTGCATCCAATGCGACCCGTAACACTGTGGTCGATGCTTGGA 
GAAGCGGTGCGGAAACCACCGATGGGATGGAGAATATAGATGGCCGGCTTTATATAG
GTGGTTCAGCGACTGAACAAGGTCTGACCGAAATTGACGTGGCTGCAATTAGTTGCG
GAACCGCCTGCTCTTGGAGTCGGACACGTGCCTGTTGCTGAgcttcgagaccaa -3´ 

 

 

En rojo se muestra en sitio de reconocimiento de BsaI; en azul se muestran los sitios de 

fusión y en mayúsculas se observa la secuencia del gen lanA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

20015010050

Rv   (200 .. 227)

End   (227)BsaI(214)  

Eco72I  - Ppu21I(200)  AjiI   (154)PdiI   (104)

NgoMIV   (102)
XcmI(82)  BsaI   (9)

Fw   (1 .. 25)

Start(0)  

Inserted sequence
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Anexo 4: Condiciones para el ensamble Golden Gate 
 

 

 

 

Paso Temperatura (°C) Tiempo (min) No. ciclos 

Restricción inicial 37 4:00 1 

Restricción 37 2:00  

33 
Ligación 16 3:00 

Restricción final 37 4:00 1 

Inactivación por 
calor 

80 10:00 1 

Storage 12 ∞ 1 
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Anexo 5: Esquema general del ensamble Golden Gate 
 

 

  

pFGC-lanA
3417 bp

TRESNI

TNEMGARF Replace

BsaI (790)   BsaI (1385)

Insert

BsaI (9)   BsaI (214)

BsaI

BsaI

pFGC_T7RibJ_BB5_HIS_AA_FGC
3807 bp

BsaIBsaI

Inserted sequence

NF3_Amplified_OK
227 bp

PCR
Amplify 496 .. 699 using:

Fw

Rv

Fw

Rv

pUCIDT-NF3-Carlos
2981 bp

lanA 
227 pb 

 

 

pFGC-T7-RJBB  
3807 pb 

 

pFGC-T7-RJBB  
3807 pb 

 

pFGC-T7-RJBB  
3807 pb 

 

pFGC-T7-RJBB  
3807 pb 

pFGC-lanA  
3417 pb 

 

 

pUCIDT-lanA 
2981 pb 

 

 Ensamble Golden Gate para obtener la construcción pFGC-lanA. Se muestran los sitios de 
reconocimiento de BsaI en rojo; en línea punteada los sitios de corte de la enzima y en azul 
los sitios de fusión para el ensamble. En la construcción final, los sitios de reconocimiento 
de BsaI se pierden, lo que evita la presencia de transformantes no ligadas.  

 

             
                  

               
              

 

Enzima T4 ligasa 
BsaI 

Buffer de la T4 ligasa 
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Anexo 6: Vectores pRSFDuet-1 y pFGC-T7-RJBB 
 

 

 

 

 

pRS-marker

M13/pUC Forward

UNS1

hairpin to expose RBS in Voigts

Loop

M13/pUC Reverse

lac promoter

CAP binding site

mauBI cg/cgcgcg

CAP binding site

pFGC_T7RibJ_BB5_HIS_AA_FGC
3807 bp

T7 promoter

ACYCDuetUP1 Primer(3770 .. 3788)  

RBS

DuetUP2 Primer   (189 .. 208)
DuetDOWN1 Primer   (189 .. 208)

T7 promoter

RBS

T7 Terminator Primer   (448 .. 466)

pRSFDuet™-1
3829 bp

Vector receptor pFGC-T7-RJBB 
para el ensamble Golden Gate 

 

   
     

 

   
     

 

   
     

Vector pRSFDuet-1 para la 
clonación tradicional 
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Anexo 7: Protocolo de extracción de plásmido por lisis alcalina 
 

 

1. Picar con la punta de un palillo estéril una colonia de bacterias transformantes, 

inocular en 5 mL de medio LB más antibiótico e incubar a 37 °C toda la noche.  

 

2. Alicuotar en un microtubo, 1.5 mL del cultivo y centrifugar 1 min a máxima velocidad 

a temperatura ambiente y eliminar el sobrenadante. 

 

3. Re-suspender el pellet en 1 mL de solución SET fría.  

 

4. Centrifugar y eliminar el sobrenadante.  

 

5. Re-suspender el pellet en 150 μL de SET + 5 μL de ARNasa, agitando 

vigorosamente en vórtex.  

 

6. Agregar 350 µL de la solución II y mezclar por inversión 5-6 veces.  

 

7. Incubar 10 min en hielo. 

 

8. Agregar 250 µL de la solución III fría, mezclar por inversión.  

 

9. Incubar 15 min en hielo.  

 

10. Centrifugar 10 min a máxima velocidad a temperatura ambiente.  

 

11. Recuperar el sobrenadante por decantación en un tubo nuevo y desechar la pastilla.  

 

12. Agregar 600-800 µL de isopropanol al tubo con el sobrenadante, agitar por inversión 

6 veces.  

 

13. Inmediatamente centrifugar 10 min a máxima velocidad, y eliminar el sobrenadante 

por decantación. 
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14. Agregar a la pastilla 1 mL de etanol al 70%, agitar por inversión.  

 

15. Centrifugar 10 min a máxima velocidad y eliminar el sobrenadante por decantación.  

 

16. Secar la pastilla en un concentrador al vacío a temperatura ambiente por 5 minutos.  

 

17. Resuspender el pellet en 50 µL de TE-8 o en agua MilliQ estéril.  
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Anexo 8: Preparación rápida de células quimio-competentes de E. coli 
 

 

1. Tomar una colonia de una placa fresca e inocular 5 mL de medio LB en tubos de 

16x150 mm e incubar a 37 ºC, 300 rpm por 16-20 horas. 

 

2. Tomar 1 mL y re-inocular en 5 mL de LB contenidos en tubos de 16x150 mm e 

incubar a 37 ºC, 300 rpm hasta que la DO600 sea de 0.4 – 0.7. 

 

3. Alicuotar 1 mL de cultivo en un microtubo de 1.5 mL.  

 

4. Centrifugar a 14 000 rpm durante 1 min a temperatura ambiente y desechar el 

sobrenadante.  

 

5. Disolver la pastilla en 600 µL de CaCl₂ 100 mM frío.  

 

6. Dejar reposar en hielo por 30 min.  

 

7. Centrifugar a 14 000 rpm durante 1 min a 4 ºC.  

 

8. Disolver la pastilla en 200 µL de CaCl₂ frío.  
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Anexo 9. Transformación de las células quimio-competentes 
 

 

1. Agregar el DNA plasmídico, mezclar gentilmente y dejar reposar en hielo por 10 min. 

 

2. Colocar el tubo en termoblock precalentado a 42 ºC durante 2 min.  

 

3. Reposar en hielo de 2 a 5 min.  

 

4. Agregar 1 mL de LB e incubar durante 1h a 37 ºC y 300 rpm. 

 

5. Transferir un volumen adecuado de las células transformantes a una caja de LB 

sólido con antibiótico y esparcir con perlas de vidrio. Agotar todo el volumen de 

células entre el número total de cajas.  

 

6. Mantener las cajas a temperatura ambiente hasta que el líquido se ha absorbido 

completamente.  

 

7. Invertir las cajas e incubar a 37 ºC. Las colonias transformadas deben aparecer de 

12 a 16 horas. 
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Anexo 10: Soluciones para SDS-PAGE  
 

Buffer de corrida 1x (1 L) 

 

Glicina      14.4 g 

Tris           3.02 g 

SDS            1.0 g 

 

Ajustar a pH 8.3 con HCl. 

 

Buffer de carga 2x (10 mL) 

 

SDS 10% (m/v)                                    4 mL 

1M Tris HCl pH 6.8                            1.2 mL  

Azul de bromofenol 1% (m/v)            0.2 mL  

Agua MiliQ                                         2.6 mL  

DTT 1 M                                                2 mL  

 

Para la preparación del gel separador (20 mL) 

 Porcentaje de acrilamida 

Reactivo 15 % (m/v) 16 % (m/v) 
Tris-HCl 1.5 M pH 8.8  5.2 mL 5.2 mL 

SDS 10% (m/v) 200 μL 200 μL 

Acrilamida 40% (m/v) 7.5 mL 8 mL 

Agua MiliQ 6.88 mL 6.38 mL  

PSA 1M 200 μL 200 μL 

TEMED  20 μL 20 μL 
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Para la preparación del gel concentrador (8 mL) 

 

Reactivo 4 % (m/v) Acrilamida 

Tris-HCl 1 M pH 6.8  960 μL 

SDS 10% (m/v) 80 μL 

Acrilamida 40% (m/v) 800 μL 

Agua MiliQ 6.072 mL 

PSA 1M 80 μL 

TEMED  8 μL 

 

 

Tinción con azul de Coomassie  

 

Solución stock I  

Azul brillante de Coomassie      0.2 % (m/v) 

Etanol                                          90 % (v/v) 

 

Solución stock II  

Ácido acético                               20 % (v/v) 

 

Solución de fijación (100 mL) 

Etanol                                         40 mL 

Ácido acético glacial                   10 mL 

Agua destilada                            50 mL                 

Fijar el gel durante 30 minutos                            
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Solución de tinción (100 mL) 

Solución stock I                                      50 mL 

Solución stock II                                      50 mL 

 

Teñir el gel durante 20 minutos  

 

Solución de destinción I  

Solución de fijación 

 

Desteñir con esta solución durante 30 segundos.  

 

Solución de destinción II (100 mL) 

Etanol                                         20 mL 

Ácido acético glacial                   10 mL 

Agua destilada                            70 mL                 

 

Desteñir durante aproximadamente 1 hora.  

Al final, realizar dos lavados con agua durante 5 minutos.  
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Anexo 11: Soluciones para Tris-Tricina-PAGE 
 

 

Reactivo Buffer del ánodo 
10x 

Buffer del cátodo 
10x 

Buffer del gel 3x 

Tris (M)  1.0 1.0 3.0 

Tricina (M) --- 1.0 --- 

SDS (% m/v) --- 1.0 0.3 

pH 8.9* ~8.25 8.45* 

*Ajustar el pH con HCl concentrado 

 

Buffer de carga A 

 

SDS                                                     12 % (m/v) 

Mercaptoetanol                                     6 % (v/v) 

Glicerol                                                30 % (v/v) 

Azul brillante de Coomassie             0.05 % (m/v) 

Tris-HCl                                             150 mM  

pH 7.0  

 

Solución stock AB-6 (acrilamida-bisacilamida) 

 

Acrilamida                                            46.5 g 

Bisacrilamida                                          3.0 g  

Llevar a volumen de 1 litro y disolver. Posteriormente, es necesario filtrar la solución, previo 

a su uso.  
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Para la preparación de los geles  

 

 Porcentaje de acrilamida 

Reactivo 4 % (m/v) (gel 
concentrador) 

16 % (m/v) (gel 
separador) 

AB-6   0.33 mL 3.33 mL 

Buffer del gel 3x 1 mL 3.33 mL 

Glicerol --- 0.79 mL 

Agua cbp  2.637 mL 2.495 mL  

PSA 1M 30 μL 50 μL 

TEMED  3 μL 5 μL 

 

Para preparar las muestras se agregan 5 μL de buffer A a 15 μL de muestra y calentar a 

75 °C durante 5 minutos.  

 

Condiciones de la electroforesis 

Paso  

Voltaje inicial   35 V 

Voltaje 2  200 V 

Voltaje para terminar la 
corrida  

300 V  
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Anexo 12: Protocolo de purificación de proteínas con afinidad a níquel 
(Ni-NTA Spin Kit)  

 
 

Soluciones 

Buffer de lisis (NPI-10): NaH₂PO₄ 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 10 mM, pH 8,0 

Buffer de lavado (NPI-20): NaH₂PO₄ 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 20 mM*, pH 8,0 

Buffer de elución (NPI-500): NaH₂PO₄ 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 500 mM, pH 8,0 

 

*Modificado a 80 mM de imidazol 

 

 

Procedimiento 

 

1. Equilibrar la columna de centrifugado Ni-NTA con 600 μl de buffer NPI-10. 

Centrifugar durante 2 min a 890 x g (aprox. 2900 rpm). 

 

2. Cargar hasta 600 μL del lisado aclarado que contiene la proteína etiquetada con 

6xHis en la columna giratoria Ni-NTA preequilibrada. Centrifugar durante 5 min a 

270 x g (aprox. 1600 rpm) y recolectar el sobrenadante. 

 
 

3. Lavar la columna de centrifugado Ni-NTA dos veces con 600 μL de buffer NPI-20. 

Centrifugar durante 2 min a 890 x g (aprox. 2900 rpm). Recolectar los lavados.  

 

4. Eluir la proteína dos veces con 30 μL de buffer NPI-500. Centrifugar durante 2 min 

a 890 x g (aprox. 2900 rpm) y recolectar el eluido. 
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Anexo 13: Secuencias de los genes 
 

>lanA (propéptido A) 

ATGCGCACTGCATCGAATGCCACGCGGAACACCGTCGTCGACGCCTGGCGCTCCGG

CGCCGAAACGACCGACGGCATGGAAAACCCCGCCGGTTCGCTCTACATCGGCGGAT

CCGCCACGGAACAGGGCCTCACCGAGATCGACGTCGCGGCGATCAGCTGCGGCAC

CGCCTGTTCGTGGTCGCGCACCCGCGCCTGTTGCTGA 

 

>lanA (propéptido B) 

GTGGAAAACCGGCCGGTCGCAGCGTCGAGGGGGCGCATCGACCACCATCGGTCGC

CCGCCCGACCGCGCGCGAACCACTCGATTACGGCCTGGGAGTGGAGAATTCGCCTC

GTCGCGCGGAAGTCTGTCGCGGACGACATTCGGACGCTAACGTGTGCCTGCCGCAC

TTCCCTCACCCAGGGTCGATGA 

 

>lanM 

GTGGTCGCGCACCCGCGCCTGTTGCTGACCGAAGCTCACCGGCCCGCCGTCCGGC

GCCGATCGTTGCGTCGATCGGTGTCGGGCGGCGGGTCCGTCTCGATGGGTGGCGAT

CCGCAGATGGCGATTCCGGTCCGGCCGCGTCCCGTGGTGAGCTACGACGACGCGG

GTGAGTTCGACACCGCGTTCGAGCCGCTGATCGGCCCCGCCCTGAACCGCTTTCGG

CGCCGATTGCGCGCCGTGCCGGACCCGCTGTCGACCACCGAGCGGGAGATCCTGC

TGCGCGCCGCCCGACGCGCCCTGCTGGAGACCGTGCGCCCCAAGGCCAACCGACT

GCTGCTGCTGGAACTGCACGCGGCCCGGATGTCCGGCCGGCTCACCCGCGCGACC

AGCGAGCAACGCTGGCTCGAATTCCTCGAACACGCCGCCGAGCCCGGGTTCTGGAG

CGAACTCGACGTCGACTATCCCGCGTTCGCACCGCGGCTGGACCGGGTGATCCGCA

ATCGGTGCACGGCGCTGCTCACTCTGGCCCGCCGCATCGCCGCCGATCGCGACCG

GCTCACCGACCTGCTCGGCACACGCCCCGGCGAACTCGTCGAGATCGGCACGGACG

CGGGCGACTCGCACCGCGGCGGCCGTACCGTGGCCCTGCTCCGCTTCGAGGCCGG

CCGCGTGGTGTACAAACCCCGCGCACTCGACGTGGACGTCGCCCTCGCCACCACCG

TGGACACCCTCCTGGCGCACGTCCCGCGCGAGGAACGCATCGCGGTCCCCCGGGT

ATTGCTCGGTGGCGAGTACGGCTGGGCCGAATACGTCGAACACCGCTACTGCGCCG
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ACGCCGCCGAACGGTCCCGTTTCTACCGCGGCCTCGGCGAATGGATGTGCGTCGTG

CAACTGCTGGGCGGCACCGACCTGCACTCGGAGAACGTGATCGCGTGCGGCCCCGT

CCCGTGGGTGGTGGACTGCGAGACCCTGTTCAGCCCCGAACCCCGGGTCGGCGCG

AGCGGACTCGGCGATGCCTTCGACACCGCCGCCGCCTCGGTCCGGCGCACCGTGC

TGCGCACCGGCCTGTTGCCGATGCGCCTGGGCCAACTCGCGCTGCAGGGCGTGGA

CATGTCCGCGGTCGGTGCCCTTCCCGACCAGCAACCGCGCGTCCCGGTGCCGGTGA

TCACCGGCGCCGGCACCGATCTGGCCCGGCTCACGATGGAGCCCGCCGACGTCGC

CGGATCGGCCAACCTGCCCGCCCCCGACGCCGATCCGCTCGCCCATCAGGACGACA

TCGTGCACGGCTATCGCGACCTGCGCGCCCGCCTGGACGGACGCGACGCGGCCGG

GCGACTGCGGCCGATGCTCGACGTGTTCGCCGGTTGTGAGCTGCGGGTGGTGTTGC

GCCCCACCCAGGTCTACGTCGAGATCGCCCGGATGCTCTGGCATCCCGCGTCGCTG

CACGAGGAGGGCCCGGCCGTCGAGCGCGCGCGGGATGTGCTGATCCGCCAGGCGA

AGGCGCTGCACGGCGCCCCCGACACGCCCGAGGTGGTCGGCGCGGAGGTCGCCGA

TCTCCTCGACGGCGACATCCCGTTCTTCGGCGTCCGGCCCGAGCGGGGGCGGATGA

CCGGACCACGCGGCACCGAATGGGGCGATCCCGCACACCTGATCGACGAGAGCCTC

GACCGCTGGCGGGCCGGAGACCCGGAGTTCGAGGAGGTGATGATCCGCTCCTCGC

TGCTCGGCGTCTACCGCGACCGCAGCGCGATGCCCGAGGGGGAACGACACCGCGA

GGTGCGAGTACGACACGACGAGCGGGAGGAGCGCCGGCGCGCCCTCGCCGCCGAA

GCGGCGCGCGACCTGTGCGCCCGGGCCGTGGTCGGCGCGGACGGGACGGCCACC

TGGATCGGGCCGGTGTACACCGACAGCGGCTTCAACGTACGCCCGTTCGCCGCCGA

CCTGTACAGCGGACAGGCCGGCGTCGCACTGGCCCTGCGCGCGTATCTGACCGAGT

CCCGCGCGGGCCGGGTGCCGATCGTGGACGGGCTGCCGGCGCTCACCGAGGGGG

CGATCCGGGCACTGGCGGCCATGGAGGACGCGGTACCCACCGCCCGGATCGGCGC

GTTCGACGGGATCGGCGCGGCGGTCCGCACCTGGCTGGCCCTGCACACCGCGTCG

GGCCGGCCGACCGACCTGGACCGGGCGATCCGACACGCCGAGCGCGCACCGGGC

CTGCTGGCCGAGGACACCATCCTCGACCTGGCCGGCGGCGCCGCCGGATCGATCG

TGCCGATGCTCGCCCTGGCCGACCGTACCGGCGACCGCCGTTGGCGCGACGTCGC

CGAATCCGCCGCGGAACTGCTCGGGCGACGCGCGGTCGTCGAGGAGGACTCCCTC

GGCCGACGCACCGCCCGCTGGCCGACCGTACTCTTCCCCGACGGCATCGGCGGCTT

CGCGCACGGCGCCGCGGGCATCGCCTGGGCCCTGACCCGACTGGGCTTGGCCGCG

AGCCGGCCGAAGTGGTTCGAACTCGCGGATCTGGCATGGGCGTTCCAGGAAGCCCT

GTACGACCCGAAGGTGCGCGGCTGGCTCGACGGCCGACAGCGGGACGAGGTCCTG

TTCCTCGACTCGTGGTGCCACGGCAGCACCGGCATCGGCCTGGCCGGTTGGGACCT

GTACCGGCGCACCGGCGCCCCCGAGCAGCTCGACCGGGCCCTGCGCGCGGCGGC
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CGCGACCTGGCGCACCGGCTTCGGCTGGGACTACACGCTGTGCCACGGCGACCTG

GGCTCGTGGGAACTCCTGGACACCCTGCTGCGCGGCGCCCCCGAGCAGCTTCGATC

CCATCTGCGGAACGCCCCCACCCGCGAGCGGCTGGACGCGCTCCTGCTCACCGGG

CTCGAAACCTACGGCCCGCACACCCCGTCCACTCGGCACACCACCACGGCATCCCT

GCTCCCGGGCAGCGCGGGCGCCCTGCACCAACTCCTGCGCATGCACCCGACGAGC

GCGGACCGCCCGTCGTCACTGCTGCTCCTGGACGAACTCTGA 
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