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RESUMEN

El empleo de proteinas y péptidos antimicrobianos se presenta como una alternativa
prometedora a los antibidticos tradicionales, que enfrentan crecientes desafios por la resistencia
de los patégenos. En las Ultimas décadas, se ha documentado que las bacterias acido lacticas
(BAL) sintetizan compuestos proteicos con propiedades antimicrobianas, como bacteriocinas,
peptidoglucano hidrolasas (PGHS) y, recientemente algunas proteinas ribosomales (RP). Los
géneros de BAL conocidos por producir estos compuestos se encuentran Lactobacillus,
Pediococcus, Lactococcus y Enterococcus. El origen de este proyecto se remonta al hallazgo
en el grupo de investigacion dirigido por la Dra. Edith Ponce Alquicira (UAM-Iztapalapa) de dos
compuestos con actividad antimicrobiana contra microorganismos patdégenos como Listeria
innocua, Salmonella spp.y Escherichia coli, asi mismo Weissella viridescens, un microrganismo
catalogado como de deterioro de alimentos. Estos compuestos, con pesos moleculares de 13y
66.2 kDa, fueron identificados como una proteina 50S ribosomal uL14 (RP uL14) y una proteina
con actividad de muramidasa, respectivamente. Ambos producidos por Lacp. paraplantarum,
aislada de un producto carnico (salami). Ademas, se observo el efecto de la concentracién de
carbono y nitrégeno en el medio de cultivo sobre su crecimiento y actividad antimicrobiana,
siendo mayor en ambos casos al incrementar la concentracién de nitrdgeno en el medio de
cultivo (CGB).

En este trabajo, mediante la técnica de ionizacion por electrospray LC-MS/MS (OrbitrapTher),
se identificé una proteina antimicrobiana de 66.2 kDa, previamente asociada con actividad de
muramidasa, como N-acetiimuramidasa o MupG. Esta proteina pertenece al grupo de las
peptidoglucano hidrolasa (PGHSs) y es responsable de catalizar la hidrolisis del peptidoglucano
(PG) ubicado en la pared celular bacteriana. Posteriormente, se realizé el analisis de expresioén
génica de las proteinas con actividad antimicrobiana en diversas concentraciones de carbono y
nitrégeno en el medio de cultivo, observando un efecto de la concentraciéon de carbono y
nitrégeno en el medio de cultivo sobre su expresidn. Se construyo el vector pTWIN1-bRPuL14,
gue incorpora la proteina ribosomal (RP uL14) en el vector pTWIN1. Esta construccion sera
esencial para futuras investigaciones, ya que permitir4 expresar la proteina en su forma nativa,
lo que facilita la realizacién de experimentos destinados a comprender su mecanismo de accion
antimicrobiana adn no definido. Finalmente, el efecto antimicrobiano de RP uL14 podria
atribuirse a su influencia en la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales
ocasiona dafios en el acido desoxirribonucleico (ADN), acido ribonucleico (ARN), lipidos y

proteinas del microorganismo objetivo, conduciendo a su muerte celular.



ABSTRACT

The use of antimicrobial proteins and peptides presents a promising alternative to traditional
antibiotics, which face increasing challenges due to pathogen resistance. In recent decades, it
has been documented that lactic acid bacteria (LAB) synthesize protein compounds with
antimicrobial properties, such as bacteriocins, peptidoglycan hydrolases (PGHs), and recently
some ribosomal proteins (RP). The LAB genera known to produce these compounds include
Lactobacillus, Pediococcus, Lactococcus, and Enterococcus. This project originated from the
discovery by the research group led by PhD Edith Ponce Alquicira (UAM-Iztapalapa) of two
compounds with antimicrobial activity against pathogenic microorganisms such as Listeria
innocua, Salmonella spp., and Escherichia coli, as well as Weissella viridescens, a
microorganism classified as a food spoilage agent. These compounds, with molecular weights
of 13 and 66.2 kDa, were identified as a 50S ribosomal protein uL14 (RP uL14) and a protein
with muramidase activity, respectively. Both were produced by Lacp. paraplantarum, isolated
from a meat product (salami). Additionally, the effect of carbon and nitrogen concentration in the
culture medium on its growth and antimicrobial activity was observed, with higher levels in both

cases when the nitrogen concentration in the culture medium (CGB) was increased.

In this work, using the electrospray ionization LC-MS/MS technique (OrbitrapTher), a 66.2 kDa
antimicrobial protein, previously associated with muramidase activity, was identified as N-
acetylmuramidase or MupG. This protein belongs to the peptidoglycan hydrolase (PGHSs) group
and is responsible for catalyzing the hydrolysis of peptidoglycan (PG) located in the bacterial cell
wall. Subsequently, the gene expression analysis of proteins with antimicrobial activity was
carried out at various carbon and nitrogen concentrations in the culture medium, observing an
effect of the carbon and nitrogen concentration on their expression. The pTWIN1-bRPulL14
vector, incorporating the ribosomal protein (RP uL14) into the pTWIN1 vector, was constructed.
This construct will be essential for future research, as it will allow the expression of the protein
in its native form, facilitating experiments aimed at understanding its yet undefined antimicrobial
mechanism of action. Finally, the antimicrobial effect of RP uL14 could be attributed to its
influence on the generation of reactive oxygen species (ROS), which cause damage to the target

microorganism's DNA, RNA, lipids, and proteins, leading to cell death.



1. INTRODUCCION

1.1 Bacterias Acido Lacticas

Desde una perspectiva microbiologica, las bacterias &cido lacticas (BAL) constituyen un
conjunto de microorganismos Gram-positivos que no forman esporas, son inmdviles, dan
negativo en la prueba de catalasa, tienen capacidad anaerobia facultativa, y tipicamente exhiben
una morfologia de cocos o bacilos, ademas de mostrar una alta resistencia a pH bajos. Su
caracteristica distintiva radica en su habilidad para generar acido lactico como producto final de
la fermentacién de carbohidratos. Estas bacterias son notables por su versatilidad, adaptandose
a diversos entornos que abarcan desde alimentos como lacteos, carnes, vegetales, pan y vino,
hasta las superficies mucosas humanas como la cavidad bucal, vaginal y el tracto
gastrointestinal. Por lo tanto, forman una poblacién bacteriana heterogénea que se encuentra
de manera natural en alimentos, el tracto gastrointestinal tanto humano como animal, asi como
en el agua y el suelo (Ayivi et al., 2020; Wang et al., 2021; Leska et al., 2022). Este conjunto
diverso de BAL abarca mas de 60 géneros, donde algunos, como Lactococcus, Oenococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y ciertas cepas de Streptococcus, son considerados
como seguros para el consumo humano bajo la designacion GRAS (Generally Recognized as
Safe) (Coelho et al., 2022). Entre los géneros mas comunes encontrados en procesos de
fermentacién alimentaria se incluyen Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Streptococcus, Enterococcus y Weisella, entre otros (Rattanachaikunsopon y Phumkhachorn,
2010; Wang y Wang, 2014; Wang et al., 2021).

1.1.1 Ecologia, habitats y biotecnologia.

Segun el tipo de metabolismo de fermentacion de carbohidratos que exhiben las BAL, se
clasifican en dos grupos: homofermentativas y heterofermentativas. Las bacterias
homofermentativas utilizan glucosa y, a través de la glucdlisis, producen piruvato que se
convierte en &cido lactico mediante la accion de la enzima lactato deshidrogenasa. Por otro
lado, las bacterias acido lacticas heterofermentativas, al fermentar la glucosa, generan acido
lactico, etanol y CO». En este tipo de fermentacién, también se sintetizan otros acidos organicos
como acido acético y acido férmico (Monroy y Fernandez, 2009; Carr et al., 2002; Liu et al.,
2021). Como se ha mencionado previamente, las BAL constituyen un conjunto diverso de
bacterias que desempefian un papel crucial en diversos procesos de fermentacion de alimentos.
La fermentacién de carbohidratos presentes en los alimentos conduce principalmente a la

produccién de acido lactico. Ademas, la degradacion de proteinas y lipidos, asi como la sintesis
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de varios alcoholes, aldehidos, &cidos, ésteres y compuestos de azufre, contribuyen al

desarrollo de sabores en distintos productos alimenticios fermentados (Bintsis, 2018).

La caracteristica distintiva del metabolismo de las BAL es su capacidad para producir
predominantemente acido lactico, aunque también pueden generar otros metabolitos como
acidos organicos, bacteriocinas y peptidoglucano hidrolasas. Estos Ultimos tres componentes
inhiben el crecimiento de microorganismos de diversas maneras; por ejemplo, la produccion de
acido lactico conduce a la acidificacion del medio, lo que impide el crecimiento de otras bacterias
y prolonga la vida util de los alimentos fermentados (Wang et al., 2021; Liu et al., 2021). La
produccién de componentes con actividad antimicrobiana se ven afectados por el metabolismo
de las BAL que los producen, influenciado por las condiciones quimicas y fisicas del entorno,
donde factores como la temperatura, el pH, la disponibilidad de agua, el oxigeno y la
concentracion de nutrientes desempenfan roles fundamentales. Para su desarrollo, las bacterias
requieren un conjunto minimo de nutrientes, que incluyen una fuente de carbono, una de
nitrégeno, algunos minerales y agua. A través de diversos procesos, los microorganismos
adquieren del medio las sustancias necesarias para su crecimiento, algunas utilizadas para la
construcciéon de macromoléculas y estructuras celulares, mientras que otras se emplean

exclusivamente para la produccién de energia (Saeed y Salam, 2013).

1.1.2 Requerimientos nutricionales.

Las fuentes de carbono son fundamentales para el crecimiento celular y la produccién de
metabolitos, siendo los carbohidratos una fuente de energia para las bacterias. Por ejemplo,
Lactiplantibacillus plantarum muestra una capacidad notable para utilizar una amplia gama de
carbohidratos, debido a que posee un gran nimero de genes relacionados con la absorcion y
metabolismo de azlcares, lo que le confiere una adaptabilidad versatil en diversos entornos.
Ademas de su capacidad para fermentar carbohidratos tradicionales como la glucosa,
celobiosa, manosa, D-ribosa y L-fructosa, esta especie puede fermentar prebiéticos como

fructooligosacaridos y galactooligosacaridos (Saeed y Salam, 2013; Cui et al., 2021).

El catabolismo de aminoacidos también desempefia un papel crucial en la obtencién de energia
por parte de las BAL en entornos con recursos nutricionales limitados. Si bien los carbohidratos
son la principal fuente de carbono y energia para estas bacterias, también pueden obtener
carbono y energia a partir de proteinas, aminoacidos y glicerol. Los aminoacidos y péptidos se

pueden adquirir mediante la accion de proteasas o protedlisis, y posteriormente metabolizarse



para su uso. El crecimiento de las BAL depende en gran medida de los aminoacidos derivados
de fuentes de nitrégeno organico, dado que estas bacterias tienen una capacidad limitada para
sintetizar aminodacidos a partir de fuentes inorganicas de nitrégeno. Los requerimientos de
aminoacidos varian entre cepas, por ejemplo, Lacptiplantibacillus plantarum solo requiere 3
aminoacidos, mientras que Lacptiplantibacillus acidophilus necesita 14, lo que implica una
diferencia en la complejidad nutricional de los medios de cultivo requeridos (Saeed y Salam,
2013).

En lo que respecta a las fuentes de nitrdgeno organico, estds son proporcionadas por
aminoéacidos y péptidos que se encuentran la leche desnatada digerida con papaina, extracto
de levadura, triptona (caseina tratada con tripsina), peptonas de soja, peptonas de origen
animal, extracto de carne de res, licor de maiz, extractos de higado, suero, e hidrolizados de
proteinas, entre otros. Sin embargo, la peptona, el extracto de carne y el extracto de levadura
se utilizan con mayor frecuencia como fuentes de nitrégeno, y son adecuados para el
crecimiento de las BAL. Estos ingredientes no solo proporcionan nitrégeno, sino también

carbono, minerales y vitaminas esenciales (Saeed y Salam, 2013).

1.1.3 Importancia de las BAL en alimentos.

Actualmente, las BAL son ampliamente empleadas como cultivos iniciadores en la industria de
alimentos fermentados, abarcando una amplia gama de productos que incluyen quesos,
yogures, leches fermentadas, asi como carnes, pescados, frutas, verduras y cereales (Bintsis,
2018). Estas bacterias son seleccionadas por sus caracteristicas metabdlicas, las cuales
mejoran el sabor, el aroma y el valor nutricional de los alimentos, al tiempo que prolongan su
vida Gtil y se emplean como probiéticos (Heredia-Castro et al., 2017; Behera et al., 2018; Ayivi
et al., 2020; Wang et al., 2021). En las ultimas décadas, se ha investigado ampliamente el
potencial de las BAL como bioconservadores naturales debido a su capacidad para producir
diversos metabolitos, como acido lactico, peréxido de hidrogeno, diacetilo, didxido de carbono
(COy), bacteriocinas, PGHs y recientemente proteinas ribosomales con actividad antimicrobiana
(Heredia-Castro et al., 2017; Bintsis, 2018; Hurtado-Rios et al., 2022).

El empleo de BAL en la conservacion de alimentos, conocido como bioconservacion, representa
un enfoque natural que aprovecha la microbiota como una alternativa para prolongar la vida util
y conservar los alimentos. Los metabolitos producidos por las BAL, especialmente las

bacteriocinas (como nisina, enterocina, plantaricina, pediocina, pentocina, neumociclina y



sakacina), son de particular interés para industrias lacteas, carnicas y otras ramas alimentarias
como agentes bioconservadores (Bhattacharya et al., 2022; Trabelsi et al., 2019; Ayivi et al.,
2020). Otro metabolito de ampliamente utilizado en la industria alimentaria como bioconservador
es la lisozima de clara de huevo de gallina, una enzima de la clase de las PGHSs, que ha sido
aprobada en Estados Unidos de América (E.U.A.) y en otros paises. Su principal objetivo es
inhibir Clostridium tyrobutyricum en quesos madurados y controlar el crecimiento de bacterias
no deseables en vino, leche en polvo, frutas, embutidos, carnes y pescados. Ademas de tener
aplicaciones en cosméticos y en la industria farmacéutica (Garcia-Cano et al., 2020;
Nakimbugwe et al., 2006; Maidment et al., 2009).

En el ambito de la industria carnica, el género Lactobacillus es cominmente empleado como
cultivo iniciador en la fermentacidn de estos alimentos y como agente bioconservador debido su
capacidad de producir metabolitos antimicrobianos, como el &cido lactico y bacteriocinas, como
la nisina. Estos metabolitos no solo inhiben el crecimiento de bacterias patégenas, sino que
también exhiben actividad antifangica contra Aspergillus fumigatus. La accién antifingica de las
especies de Lactobacillus casei, Lactobacillus lactis subsp. lactis y Lactobacillus pentosus se
debe a la capacidad de la bacteria para degradar compuestos téxicos mediante los metabolitos
antimicrobianos liberados en el medio, impidiendo asi la liberacién de toxinas del cuerpo fangico
(Bhattacharya et al., 2022).

1.1.4 Lactiplantibacillus paraplantarum.

El género Lactobacillus, integrante del grupo de las BAL, destaca como uno de los géneros mas
prominentes y versatiles dentro de este conjunto. Una de sus especies mas estudiadas y
ampliamente empleadas en la industria alimentaria como probidtico y/o cultivo iniciador en
numerosos productos alimenticios fermentados es Lactiplantibacillus plantarum, anteriormente
conocida como Lactobacillus plantarum, que forma parte del taxdén Lacp. plantarum junto con
especies como Lactiplantibacillus paraplantarum y Lacp. pentosus, las cuales muestran una
heterogeneidad fenotipica y gendmica (Curk et al., 1996). Esta especie ha sido catalogada como
GRAS y posee una destacada capacidad para sobrevivir en el tracto gastrointestinal y adherirse

a las células epiteliales (Behera et al., 2018).

La cepa Lacp. plantarum se origina principalmente en sistemas alimentarios fermentados, como
encurtidos, aceitunas en salmuera, masa madre, frutas y verduras fermentadas, asi como en
algunos quesos, salchichas fermentadas y pescados secos. Su aplicacién ofrece una valiosa

oportunidad para mejorar diversos aspectos en la industria alimentaria, tales como la



composicion nutricional, la vida til, la actividad antioxidante, las propiedades de sabor y las
actividades antimicrobianas. Una de las caracteristicas mas estudiadas de Lacp. plantarum es
su capacidad para producir bacteriocinas (plantaricinas) y péptidos antimicrobianos, los cuales
se emplean en diversas matrices alimentarias para reducir la presencia de bacterias patégenas
transmitidas por alimentos o para combatir microorganismos responsables del deterioro de los
alimentos (Behera et al., 2018; Yilmaz et al., 2022). Ademas, al igual que otras BAL, Lacp.
plantarum presenta requerimientos nutricionales complejos, que van mas alld de una simple
fuente de energia y carbono (carbohidratos), incluyendo nucleétidos, aminoacidos y vitaminas
para su Optimo crecimiento y produccion de compuestos antimicrobianos (Morishita et al., 1974;
De Angelis y Gobbetti, 2016).

1.2 Compuestos con actividad antimicrobiana producidos por BAL.

Las BAL exhiben la notable capacidad de inhibir patégenos y microorganismos responsables
de la descomposicion de alimentos, logrando este efecto a través de productos sintetizados
durante su metabolismo, tales como acidos organicos y compuestos de naturaleza proteica con
actividad antimicrobiana, como las bacteriocinas y las sustancias inhibidoras similares a las
bacteriocinas (BLIS: bacteriocin-like inhibitory substances) (Heredia-Castro et al., 2017; Bintsis,
2018; Ayivi et al., 2020; Hurtado-Rios et al., 2022).

Las bacteriocinas, por ejemplo, son péptidos antimicrobianos sintetizados ribosomalmente que
muestran un gran potencial para combatir diversos patdgenos. Por ejemplo, la nisina, secretada
por Lactococcus lactis, ha demostrado ser un conservante eficaz contra ciertas bacterias Gram-
positivas en alimentos. En términos generales, las bacteriocinas inducen la muerte celular al
inhibir la biosintesis de la pared celular o al alterar la membrana citoplasmatica mediante la
formacion de poros (Wang et al., 2021; Liu et al., 2021; Bintsis, 2018). En cuanto a las BLIS,
son péptidos o proteinas antimicrobianas alin no completamente caracterizados, que presentan
efectos bactericidas o bacteriostaticos contra bacterias Gram-positivas y/o Gram-negativas, y
son inocuas para la cepa productora. Estos compuestos suelen tener estructuras quimica
diversas y contienen aminoacidos inusuales. Algunos autores sugieren que el término BLIS se
use para referirse a cualquier bacteriocina recién descubierta, hasta que se conozcan los
detalles de sus secuencias de aminoacidos y la secuencia de nucle6tidos del gen estructural
correspondiente (Kim et al., 2024). Sin embargo, su aplicaciéon enfrenta algunas limitaciones,
como la sensibilidad a la protedlisis y la posible interaccidn con otros compuestos en sistemas
complejos. Se ha reportado la produccion en géneros como Pediococcus, Staphylococcus,

Enterococcus y Streptococcus (Sadeghi et al., 2023). Ademas de las bacteriocinas y BLIS, otras
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proteinas antimicrobianas sintetizadas por las BAL, como las peptidoglucano hidrolasas (PGHs)
y proteinas ribosomales (RP), también desempefian un papel crucial en la inhibicion de

microorganismos.

1.2.1 Peptidoglucano hidrolasas (PGHs).

Las PGHs constituyen un conjunto de enzimas con pesos moleculares que oscilan entre los 14
kDa y los 137 kDa, y su funcién principal radica en la hidrélisis del peptidoglicano (PG),
componente estructural fundamental de la pared celular tanto de bacterias Gram-positivas como
Gram-negativas (LOpez-Arvizu et al., 2019). Entre las principales funciones de las PGHs se
destaca su participacion en procesos cruciales como la maduracion, rotacion y reciclaje del PG
durante el crecimiento y la division celular. Ademas, desempefian un papel vital en el
metabolismo de la pared celular, las PGHs han exhibido actividad antimicrobiana al ser capaces
de eliminar a competidores bacterianos que cohabitan en el mismo entorno ecoldgico. Y es
gracias a su actividad litica contra bacterias, incluidas cepas resistentes a los antibioticos que
las PGHs emergen como una alternativa prometedora a los antimicrobianos convencionales
(Razew et al., 2022).

El peptidoglicano (PG), componente esencial de la pared celular bacteriana, conforma una
estructura tipo andamio que rodea la membrana citoplasmatica de las bacterias. Su funcién
principal reside en resistir la presion osmotica interna, manteniendo la forma y la integridad
celular, y proporcionando proteccion contra factores ambientales adversos. Ademas, sirve como
anclaje para otros componentes de la envoltura celular, como proteinas y acidos teicoicos, y
otorga flexibilidad a las bacterias, permitiéndoles moverse, crecer y dividirse (Razew et al., 2022;
Garde et al., 2021; Vollmer et al., 2008). El PG se compone de cadenas lineales de glicanos
entrecruzadas covalentemente mediante cadenas peptidicas cortas, cada una de las cuales
contiene residuos de acido N-acetiimuramico y N-acetilglucosamina. Estas hebras de glicano
son polimeros largos de disacaridos unidos por enlaces glicosidicos p-1,4 (Garde et al., 2021).
La estructura del PG es la base de la clasificacion de Gram, que distingue entre bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas (Figura 1). Las bacterias Gram-positivas exhiben un PG multicapa,
con un grosor de 30 a 50 nm, expuesto en el exterior celular y con uniones covalentes con
compuestos de la pared como los acidos teicoicos y lipoteicoicos. Por el contrario, las bacterias
Gram-negativas poseen un PG mas delgado, con un grosor de 1.5 a 15 nm, predominantemente
monocapa, ubicado en el periplasma, rodeado por una membrana interna y externa rica en

lipopolisacaridos (Razew et al., 2022; Garde et al., 2021).
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Figura 1. Representacion esquemética de la pared celular de bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas (Adaptado de Razew et al., 2022).

La Figura 2 ilustra los diversos sitios de accién de las PGHs, donde cada enlace del
peptidoglicano cuenta con una PGH capaz de escindirlo. La clasificacion de las PGHs se
relaciona con la presencia de dominios cataliticos conservados asociados a diferentes
actividades enzimaticas, que incluyen amidasas, glicosidasas y peptidasas (Vermassen et al.,
2019). Las amidasas de la pared celular (CWA) corresponden a N-acetilmuramoil-L-alanina
amidasas (NALAA), también llamadas peptidoglucano amidasas (PGA) o simplemente
amidasas. Estas enzimas hidrolizan el enlace amida entre los residuos MurNAc y L-alanina. En
bacterias, se han identificado tres tipos de dominios cataliticos que son responsables de la
actividad NALAA, i) N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa tipo 2 (NALAA-2): escinde rapidamente
los enlaces 1,6-anhidro-MurNAc-L-Ala en MurNAc-tri y tetrapéptidos, la catalisis depende del
zinc (Zn?*) y ocurre en una cavidad en forma de L, ii) N-acetiimuramoil-L-alanina amidasa tipo
3 (NALAA-3): da como resultado la liberacién del tripéptido L-Ala-D-Glu-mDAP y del tetrapéptido
L-Ala-D-Glu-mDAP-D-Ala. Al igual que NALAA-2, NALAA-3 es una amidasa dependiente de
zinc y iii) N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa tipo 5: el dominio NALAA-5 tiene alrededor de 140
aminoacidos de longitud, requiere colina para una actividad enzimatica completa Este dominio
enzimatico escinde el enlace amida entre el N-acetilmuramoil y los L-aminoacidos en las
paredes celulares bacterianas (preferentemente: D-lactil-L-Ala), sin embargo, todavia no hay
informacioén estructural disponible para esta familia de CWA (Vermassen et al., 2019; Do et al.,
2020).
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Las glicosidasas de la pared celular (CWG) catalizan la hidrdlisis del enlace glicosidico (unido a
0O, Ny S), conduce a la formacién de un hemiacetal o hemicetal gltcido. A este tipo de enzimas
también se les conoce como glucésidos o glicosilhidrolasas, se dividen en i) N-
acetilglucosaminidasas: escinden el enlace B-1,4-glucosidico entre GIcNAc y MurNAc v ii)
lisozimas también conocidas como N-acetilmuramidasas: escinde el enlace (1,4-glucosidico
entre MurNac y GlcNac. Se clasifican en cinco clases diferentes: C, G, P, F y B. En bacterias se
reconocen tres dominios conservados, es decir, la (i) familia de glicosilhidrolasa 22:
corresponden a lisozimas tipo C, se encuentran casi exclusivamente en especies del reino
Eukaryota, sin embargo, se han identificado secuencias homoélogas en bacterias, (ii) familia de
glicosilhidrolasa 24: corresponde a lisozimas de fagos (tipo P), su funcién y actividad en
bacterias aun espera ser investigada y (iii) familia de glicosilhidrolasa 25: corresponde a las
lisozimas tipo B. Por otro lado, las peptidasas de la pared celular (CWP) hidrolizan los enlaces
amida entre los aminoacidos en el PG. Se pueden dividir dependiendo de su especificidad de
sustrato en: endopeptidasas y carboxipeptidasas, las primeras escinden enlaces dentro del PG

y las segundas hidrolizan los aminoacidos (Vermassen et al., 2019; Do et al., 2020).

M-acetilmuramoil-L-alanina amidasas

- —|Carbnxipeptidasas |

LrleMAE
L-Ala DGl L-di-A L D-Ala | D-Ala
-

MlurM A [
>
GleMNAe . . ..
. +— |M-acetilglucosaminidasas
MlurM A El -El = -El
D-Ala LedicA DGl LeAla
GileMAe

Endopeptidasas

M-acetilmuramidasas

Figura 2. Representacién esquematica del peptidoglicano de bacterias Gram-positivas y

especificidad de sustrato de las diferentes PGH (Adaptado de Layec et al., 2008).

Algunos ejemplos de PGHs utilizadas en la industria alimentaria incluyen la lisozima de huevo,

esta enzima actlia contra bacterias Gram-positivas, desintegrando la pared celular al hidrolizar
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el enlace B 1-4 entre el &cido N-acetil-muramico y la N-acetilglucosamina del peptidoglucano, lo
que resulta en la debilitacion de la pared celular y la subsiguiente lisis celular (Nakimbugwe et
al., 2006; Maidment et al., 2009). Otro ejemplo, es la lisostafina, sin embargo, esta enzima no
ha sido aprobada por instituciones reguladoras debido a que proviene del género
Staphylococcus spp., el cual no esta reconocido como GRAS. Por otro lado, la Zoocina A,
producida por Streptococcus zooepidemicus 4881, es una PGH similar a la lisostafina, que ha
demostrado ser eficaz en el tratamiento de infecciones causadas por S. aureus. Ademas, inhibe
el crecimiento de Streptococcus pyogenes y Streptococcus zooepidemicus (Beukes et al., 2000;
Fedorov et al., 2003; Turner et al., 2007; Domenech et al., 2011; Szweda et al., 2012; Serrano-
Maldonado et al., 2018). Como se menciond anteriormente, ademas de las proteinas
antimicrobianas como las bacteriocinas, las BLIS y las PGHs provenientes de BAL,

recientemente se han identificado algunas RP con actividad antimicrobiana.

1.2.2 Proteinas ribosomales (RP).

El ribosoma, un organulo central en la sintesis proteica, se encuentra presente en el citoplasma
de células tanto procariotas como eucariotas. Su funcién primordial radica en la traduccién del
ARN mensajero (ARNm) en proteinas, un proceso esencial para la vida celular. Tanto en células
procariotas como eucariotas, los ribosomas estan constituidos por dos subunidades, una grande
y otra pequefia, cada una compuesta por ARN ribosomal (ARNr) y proteinas ribosomales. En
procariotas, estas subunidades se denominan 30S y 50S, mientras que en eucariotas se
conocen como 40S y 60S (Hurtado-Rios et al., 2022; Baozhen et al., 2020).

Ademas de su funcién convencional en la sintesis proteica y el ensamblaje de ribosomas, se ha
descubierto que las proteinas ribosomales participan en una variedad de procesos fisiolégicos
y patologicos, incluyendo la neurodegeneracion asociada al Parkinson, la tumorigénesis, la
sefializacion celular y el desarrollo inmunolégico. Interesantemente, algunas de estas proteinas
ribosomales han mostrado actividad antimicrobiana, lo que les ha valido el nombre de "proteinas
moonlighting" (MLP). Este término hace referencia a proteinas que desempefan dos o0 mas
funciones no relacionadas en una misma célula u organismo. Se ha observado que algunas
MLP pueden cambiar de funcién debido a cambios conformacionales o transiciones entre
dominios intrinsecamente desplegados y multiples estructuras plegadas, lo que permite que una
misma proteina pueda llevar a cabo diferentes funciones segin su conformacién (Baozhen et
al., 2020; Hurtado-Rios et al., 2022). Hasta la fecha, la comprension del mecanismo de accién

de las proteinas ribosomales en su actividad antimicrobiana es limitada. Sin embargo, se ha
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propuesto que esta actividad pudiera estar relacionada con un incremento intracelular de
especies reactivas de oxigeno (ROS) en las células, lo que eventualmente podria afectar la
integridad de la membrana citoplasmética, conduciendo a su degradacion y, en ultima instancia,
a la muerte celular. Asi mismo, probando un dafio en componentes esenciales de la célula como
ADN, ARN, lipidos y proteinas (Hurtado-Rios et al., 2022).

Un ejemplo de una proteina ribosomal con actividad antimicrobiana es la proteina RP uS15,
producida por el anfioxo Branchiostoma japonicum, que ha demostrado no solo actividad
antimicrobiana, sino también la capacidad de inducir la produccion de ROS intracelulares
(Baozhen et al.,, 2020). Ademas, dentro de las proteinas ribosomales con actividad
antimicrobiana producidas por BAL, se encuentra la 30S bS21 (RP bS21) de Lactobacillus sakei,
aislada de un producto carnico brasilefio, la cual ha mostrado actividad antimicrobiana contra
Listeria monocytogenes, un patégeno alimentario que causa listeriosis infecciosa grave (de
Carvalho et al., 2010). Otras proteinas ribosomales antimicrobianas de interés son las RP elL27
y eL30 del ribosoma 50S, reportadas por Pidutti y colaboradores (2018). Estas proteinas,
producidas por Lactobacillus salivarius exhibieron actividad antimicrobiana contra
Streptococcus pyogenes, Streptococcus uberis y Enterococcus faecium, siendo estos
microorganismos patdgenos asociados con infecciones leves o potencialmente mortales, lo que
resalta la importancia de estas proteinas en la defensa antimicrobiana. Recientemente, en 2019,
Garcia-Cano y colaboradores identificaron la proteina RP bL36 producida por Pediococcus
acidilactici, aislada del queso Gouda, la cual exhibié actividad antimicrobiana contra E. coliy L.

innocua, ambos considerados patdgenos alimentarios de importancia significativa.

La reciente identificacion de estas proteinas ribosomales con actividad antimicrobiana ofrece
una posible alternativa a los antibioticos tradicionales, especialmente frente a la creciente
resistencia bacteriana desarrollada contra varias clases de antibiéticos. Ademas, estudios han
evidenciado que diversas proteinas antimicrobianas son mas estables y tienden a generar
menos resistencia en el sistema inmunolégico innato. Por tanto, su aplicacion podria ser
fundamental en &reas como la medicina, la industria alimentaria, entre otras. Sin embargo, su
complejo proceso de extraccion y el bajo rendimiento en su producciéon han limitado sus

aplicaciones potenciales y la investigacion cientifica en este campo (Hurtado-Rios et al., 2022).
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1.3 PCR cuantitativa (QPCR) y RT-gPCR.

La técnica de reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR), también conocida como
PCR en tiempo real o PCR cuantitativa en tiempo real, permite la cuantificacion precisa de acido
desoxirribonucleico (ADN) o &cido ribonucleico (ARN) en la muestra en cuestion, a diferencia
de la PCR convencional, donde solo se detecta la presencia o ausencia del producto
amplificado. Esta caracteristica constituye una ventaja significativa de la gPCR, ya que el
producto de amplificacion se monitoriza en tiempo real durante la reaccion sin necesidad de ser
analizado posteriormente en un gel de agarosa. Es importante destacar que el término gPCR
se emplea cuando se parte de ADN gendmico (ADNg) como muestra inicial, mientras que si se
parte de ARN y se requiere su conversion a ADN complementario (ADNc) mediante la enzima
transcriptasa reversa, se denomina RT-qPCR (reaccion en cadena de la polimerasa con
transcriptasa reversa). Esta Ultima técnica utiliza la enzima retrotranscriptasa para generar
ADNCc a partir del ARN (Bustin et al, 2005; Allard et al., 2024).

La deteccidn de los productos amplificados se realiza mediante fluorescencia, donde la emision
de fluorescencia producida en la reaccion es proporcional a la cantidad de ADN formado. Para
ello, se emplean moléculas fluorescentes especificas en la reaccidon, que se clasifican
principalmente en dos tipos (Figura 3) (Tamay de Dios et al., 2013):

1. Colorantes de unién al ADN: Estos colorantes, como el SYBR Green, no son especificos
ya que se intercalan en cualquier ADN de doble cadena. Al unirse al surco menor del
ADN, generan fluorescencia.

2. Sondas de hidrdlisis: Estas sondas, como las sondas TagMan, son especificas y siguen
el principio de transferencia de energia de resonancia fluorescente (FRET). Las sondas
TagMan son oligonucleotidos pequefios con un fluoréforo en un extremo y un quencher
en el otro. Cuando hibridan con el objetivo, la hidrdlisis de la sonda separa el fluor6foro

del quencher, lo que permite la emisién de fluorescencia.
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Figura 3. Representacion del funcionamiento de diferentes fluor6foros. A) Colorante de
union. Se intercala en ADN de doble cadena para poder emitir fluorescencia. B) Sondas de
hidrélisis, una vez alineadas en laregion del ADN de interés son hidrolizadas por la Taq

polimerasa logrando emisién de fluorescencia (Adaptado de Fuentes, 2023).

En la técnica de gPCR, el software registra el aumento de fluorescencia en cada ciclo, el cual
es proporcional al incremento de ADN. Esta informacion se representa graficamente mediante
curvas de cinética de la reaccién para cada muestra y control analizados. Las curvas obtenidas
se dividen en cuatro fases principales (Figura 4) (Wong y Medrano, 2005):

1. Fase inicial o base: En esta fase, los primeros ciclos (aproximadamente 10 a 15)
muestran una fluorescencia minima que no supera la sefial del medio circundante. Aqui
se calcula la linea base, donde todo valor por debajo de esta linea se considera inferior
al nivel de deteccién del equipo de gPCR.

2. Fase exponencial temprana: Durante esta etapa, la fluorescencia producida por el
producto de PCR supera el umbral definido por el equipo o el investigador. Este punto,
conocido como Cycle Threshold (Ct) o Ciclo Umbral, indica el ciclo en el cual la
fluorescencia ha alcanzado el umbral definido. El valor de Ct es inversamente
proporcional al nimero de copias del ADN templado en la reaccion y se utiliza para
célculos posteriores al comparar los valores de Ct de la muestra con una curva estandar
para inferir su concentracion inicial de ADN.

3. Fase lineal: En esta fase, se alcanza un estado de amplificacion 6ptima, donde la

cantidad de producto de PCR se duplica en cada ciclo.
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4. Fase estacionaria: Es el punto en el cual el equipo y los reactivos alcanzan el limite de

deteccidn, y la reaccion llega a su finalizacion.
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Figura 4. Diferentes etapas en PCR tiempo real (Adaptado de Wong y Medrano, 2005).

El andlisis de los datos obtenidos en una reaccion de gPCR puede realizarse de dos maneras:
mediante la determinacion de niveles absolutos del nimero de copias de un gen o a través de
niveles relativos para comparar la expresion génica de un gen especifico entre diferentes
muestras (VanGuilder et al., 2008). Estas estrategias se conocen como cuantificacion absoluta
y cuantificacion relativa, respectivamente. En la cuantificacion absoluta, se determina el nimero
total de copias del gen de interés transcrito a ADNc mediante la extrapolacion de su valor de Ct
obtenido en la reaccion gPCR. Esto se realiza en relaciéon con una curva estandar previamente
generada a partir de valores estandarizados (Livak y Schmittgen, 2001). La validez de estas
curvas debe ser precisa, ya que la cuantificacion de la expresion génica depende de la precisiéon
de los estandares utilizados (Pfaffl, 2001). Segln el criterio establecido por Fredlund et al.
(2008), la pendiente de la curva estandar debe oscilar entre -3.1 y -3.6, lo que corresponde a
eficiencias entre el 80% y el 110%. Ademas, el valor del coeficiente de correlacién (R?) debe

ser igual o superior a 0.98.

Por otro lado, en la cuantificacién relativa se evalta la magnitud de los cambios fisiol6gicos
(como temperatura, aw, pH, etc.) en los niveles de expresion génica de un gen en estudio,
llamado "gen diana", en comparacién con uno o mas genes de referencia, conocidos como

"controles enddgenos" o "genes housekeeping" (Pfaffl, 2001). También es necesario contar con
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un "calibrador", que es una muestra no sometida a ninguna variacion fisiolégica y se utiliza como
control. Los genes de referencia deben tener una expresion constante en todas las cepas
analizadas, por lo que generalmente se seleccionan secuencias de genes estructurales para

este propdsito (Ambion Biosystem, 2008).

La qPCR se destaca por su alta sensibilidad, especificidad y versatilidad, permitiendo la
deteccion simultdnea de mdltiples secuencias de ADN. Sus resultados son rapidos,
generandose en cuestion de horas en comparacion con los métodos tradicionales que pueden
llevar dias o0 semanas. Sin embargo, a pesar de sus ventajas, la gPCR presenta limitaciones a
considerar. Principalmente, su elevado costo debido al equipo necesario, como los
termocicladores en tiempo real y otros dispositivos auxiliares. Ademas, requiere reactivos
especializados, incluyendo cebadores, sondas, enzimas y moléculas fluorescentes. La
ejecucion del ensayo demanda un alto nivel de destreza técnica y experiencia para evitar
posibles errores, lo que resalta la necesidad de personal altamente capacitado desde la

preparacion de la muestra hasta el analisis final de gPCR (Allard et al., 2024).

1.4 Especies Reactivas de Oxigeno (ROS).

El oxigeno es un componente abundante y desempefia un papel crucial en la generacion
de ROS, ya que acepta electrones para formar derivados inestables. Entre estos se incluyen
el radical superoxido (O27), el oxigeno singlete ('0.) y el radical hidroxilo (HO*). Esta
generacion de ROS conlleva un riesgo significativo, ya que pueden modificar quimicamente
las macromoléculas como ARN, ADN, proteinas y lipidos a través de procesos de oxidacion.
Dichas modificaciones pueden alterar la estructura y, en consecuencia, la funcion de estas

macromoléculas, lo que a menudo resulta en la muerte celular (Seixas et al., 2022).

El ARN es particularmente susceptible a este dano. La oxidacién del ARN provoca la
formacion de roturas de hebras, eliminacion de bases o insercion de lesiones mutagénicas
en las bases nitrogenadas. La modificaciéon mas comun es la 8-hidroxiguanosina (8-oxo-G),
una forma oxidada de guanosina. La estructura y funcién de practicamente todas las
especies de ARN como el ARN mensajero (ARNm), ARN ribosomal (ARNr), ARN de
transferencia (ARNt) y ARN pequefios (ARNs) pueden verse afectadas por la oxidacion, lo
que provoca defectos de traduccion con consecuencias perjudiciales para la supervivencia
celular (Li et al., 2021; Seixas et al., 2022). En cuanto a los acidos nucleicos, estos son

altamente susceptibles al dafio quimico debido a la reactividad de los atomos de nitrogeno
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y oxigeno en las bases nitrogenadas. Entre las cuatro bases nitrogenadas del ADN, la
guanina es la mas propensa a la oxidacion debido a su menor potencial de reduccién, y su
oxidacion puede interferir con el metabolismo del ADN, como la transcripcion y la replicaciéon
(Seixas et al., 2022).

En las proteinas, la mayoria de las modificaciones oxidativas ocurren en las cadenas
laterales de los aminoacidos, como la oxidacion de tioles y la formacion de grupos carbonilo
que afectan la estructura, conformacion y funcion de las proteinas. La cisteina y la metionina
son los aminoacidos mas susceptibles a la oxidacion debido a sus atomos de azufre
reactivos. Con respecto a los lipidos, cuando las ROS atacan a estos, los productos de esta
oxidacion son peréxidos lipidicos que afectan principalmente a los acidos grasos
poliinsaturados, componentes criticos de las membranas celulares. La acumulacion de
peréxidos lipidicos produce cambios en la permeabilidad y fluidez de la membrana, lo que
puede afectar los canales idnicos, inactivar las proteinas transportadoras de la membrana,

alterar la homeostasis y afectar las vias de sefializacion (Li et al., 2021; Seixas et al., 2022).

Las células poseen mecanismos para contrarrestar la oxidacion y puedan tolerar niveles
bajos de ROS. De hecho, en concentraciones bajas, las ROS pueden actuar como
moléculas de sefalizacion que regulan diversos procesos celulares, como la deteccion de
quorum, la formacion de biopeliculas y la autodestruccion bacteriana. Sin embargo, cuando
hay un desequilibrio entre la cantidad de ROS y la capacidad de eliminarlas, las células
experimentan estrés oxidativo (Seixas et al., 2022). La desintoxicaciéon de ROS es un
proceso esencial en todas las formas de vida. Para satisfacer esta necesidad y mantener
un equilibrio entre la produccién y la eliminacién de ROS, han evolucionado diversos
mecanismos de defensa. Las bacterias contienen enzimas especializadas, como catalasas,
superdxido dismutasas (SOD) y peroxidasas, para protegerse contra el estrés oxidativo
inducido por las ROS. Las superéxido dismutasas catalizan la dismutacion de dos aniones
superdxido (20%) en peroxido de hidrégeno (H20-) y oxigeno (O;) con la participacion de
dos protones (2H*) como cosustrato. La descomposicion de H.O2 es generalmente llevada
a cabo por catalasas o peroxidasas. Las catalasas catalizan la dismutacion o desproporcion
de dos moléculas de H.O, en dos moléculas de agua (H20) y una de oxigeno (O>). Las
peroxidasas catalizan la reduccion de H202 (y/o hidroperdxidos organicos) mediante una
amplia variedad de sustratos organicos e inorganicos que actuan como donadores de

electrones (Borisov et al., 2021; Zhang et al., 2024).

20



2. JUSTIFICACION

En afios recientes, ha incrementado el interés en la identificacion de nuevas sustancias
antimicrobianas y su potencial aplicacion como bioconservador en alimentos, ya sea en forma
de sustancias purificadas o mediante el uso directo del microrganismo productor como cultivo
iniciador. Esto se debe al creciente problema de resistencia a los antimicrobianos (RAM),
considerado una amenaza global para la salud publica y catalogado como un pandemia
silenciosa debido a su constante aumento, lo que exige la adopcién de medidas inmediatas. Por
tanto, es crucial caracterizar adecuadamente las nuevas sustancias antimicrobianas antes de
emplearlas en alimentos, ya que sus propiedades fisicoquimicas y condiciones de produccién

determinaran su viabilidad como bioconservadores.

La caracterizacién de estas sustancias se puede realizar desde dos enfoques principales:
molecular y bioquimico. La primera implica la evaluacion de aspectos como la expresién génica,
secrecion y resistencia, que son cruciales para su manipulacién con el fin de aumentar su
produccién. Por otro lado, la caracterizacién bioquimica se centra en estudiar las propiedades
fisicoquimicas y las condiciones 6ptimas de produccion de los compuestos antimicrobianos. En
este contexto, se realiz6 la caracterizacion molecular y bioquimica de las sustancias
antimicrobianas, la proteina ribosomal (RP uL149) y la N-acetiimuramidasa (MupG), ambas
producidas por Lacp. paraplantarum a partir de una muestra de salami comercial (Murgati, S.A.
de C.V.). Este estudio se enfocara en determinar la posible relacién entre la expresién génica
de estos compuestos y la variacién en su actividad al modificar las concentraciones de carbono
y nitrdgeno en el medio de cultivo. Ademas, es fundamental comprender el mecanismo de
acciéon antimicrobiano de RP ulL14, que podria mediado por su capacidad para inducir un
aumento en las ROS en los microrganismos objetivo. Para ello, se cuantificaron los niveles de
ROS en diferentes microrganismos objetivos. Finalmente, es importante destacar que la
caracterizacion de estas sustancias antimicrobianas es esencial para futuras aplicaciones en la
conservacion de alimentos, debido que han sido reconocidas como nuevos compuestos

antimicrobianos.
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3. HIPOTESIS

La expresion de los genes que codifican proteinas antimicrobianas, especificamente RP uL14 y
MupG, producidas por Lacp. paraplantarum se vera afectada por las diferentes concentraciones
de carbono y nitrégeno en el medio de cultivo. En particular, el efecto antimicrobiano de RP

uL14 podria deberse al incremento intracelular de ROS en las células sensibles.

4. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la concentracion de carbono y nitrégeno en el medio de cultivo sobre la
expresion del gen que codifica pata las proteinas antimicrobianas, RP uL14 y MupG. Probar el

efecto inductor de RP uL14 en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS).

5. OBJETIVOS PARTICULARES

Identificar las proteinas responsables de la actividad antimicrobiana de Lacp. paraplantarum.
Detectar mediante gPCR el cambio en expresion de los genes RP uL14 y la mupG con actividad
antimicrobiana producida por Lacp. paraplantarum, bajo diferentes concentraciones de carbono
y nitrégeno en medios de cultivo.

Obtener cepas transformantes con la construccion que contiene el inserto del gen RP uL14 para
posteriormente sobreexpresar la proteina de forma nativa y evaluar sus propiedades
fisicoquimicas, asi como su mecanismo de accién antimicrobiano.

Evaluar el efecto de RP uL14 en la produccién de ROS en microorganismos objetivo.
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6. METODOLOGIA

6.1 Metodologia general.

El plan experimental se presenta graficamente en la Figura 5. Inicialmente, se confirmé la
identificacion de Lacp. paraplantarum. Posteriormente, se llevé a cabo la secuenciacion de la
proteina de alto peso molecular con actividad antimicrobiana, previamente identificada como
una muramidasa del grupo de las PGHs (Hurtado, 2019). A continuacion, se evalué el efecto de
diferentes concentraciones de carbono y nitrdgeno sobre la expresion de los genes que
codifican para una posible muramidasa y una proteina de bajo peso molecular, previamente
identifica como RP uL14 por Hurtado (2019), ambas con actividad antimicrobiana. Ademas, se
llevo a cabo la construccion de un plasmido que incorpora el inserto de la RP ulL14, con el
objetivo de su futura expresion, purificacion y utilizacién como proteina nativa en estudios
posteriores. Finalmente, se investigd la existe una induccién de las ROS por parte de RP uL14

en microorganismos objetivo.
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Figura 5. Esquema general de trabajo.
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6.2 Condiciones de crecimiento de la cepa.

La cepa aislada de una muestra de salami comercial (Murgati, S.A. de C.V.) fue reactivada con

un 1% (v/v) de indculo en medio CGB pH 6.8. La composicion del medio fue la siguiente: peptona
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biotriptasa 20 g/L (Bioxon, México), glucosa 10 g/L (Bioxon, México), extracto de levadura 5 g/L
(DIBICO S.A. de C.V.), citrato de amonio 2 g/L (J.T.Baker, México), fosfato disddico 2 g/L (J.T.
Baker, México), sulfato de magnesio 0.1 g/L (J.T. Baker, México), sulfato de manganeso 0.05
g/L (J.T. Baker, México) y tween 80 al 0.01% (Hycel, México). La incubacion se llevo a cabo
durante 24 h a 29 °C (Guzman, 1999). Posteriormente, se realizd una resiembra de la cepa

reactivada (1% v/v de indculo) en medio CGB a pH 6.8 y se incubd a 29°C durante 18 h.

6.3 Identificacion de cepa.

6.3.1 Identificacion de cepa por espectrometria de masas.

Como método rapido y confiable para la identificacion bacteriana, se utilizd la espectrometria
de masas para corroborar la identidad de la cepa (Litterio et al., 2024). Este proceso se llevé a
cabo en el laboratorio divisional de espectrometria de masas en la UAM-Iztapalapa, utilizando
la técnica MALDI-TOF MS (Autoflex Speed, Bruker-Daltonics, Bremen, Alemania), La
identificacion se realiz6 mediante la técnica de extraccion con etanol/acido férmico, como se
describe en el trabajo de Kouadri et al. (2023). Se emplearon colonias aisladas de la cepa en
agar De Man-Rogosa-Sharpe (MRS) (DIFCO, Cuautitian Izcalli, México), después de 18 h de
resiembra por estriado a 29°C. La colonia de interés fue resuspedida en agua Milli-Q® y etanol.
Posteriormente, se afiadié acido formico al 70% y la misma cantidad de acetonitrilo para la
disrupcién de la pared celular. Una vez que la muestra fue centrifugada, se recolecté 1 pL del
sobrenadante y se depositd en una placa de metal pulido. Después, se recubrié con 1 pL de la
matriz (acido alfaciano-4-hidroxicinamico), se dejé secar a temperatura ambiente y se procedio
a su andlisis mediante espectrometria de masas MALDI-TOF. Finalmente, se obtuvo un
espectro de masas que se compar6 con la base de datos (Bruker Daltonic MALDI Biotyper ®,
version 4.1.60 (PYTH) 28 2016-04-18 11-26-19), donde el software proporciond una
identificacion y un valor que indicaba la fiabilidad de dicha identificacién. En el caso de Biotyper,
este valor se encuentra en un intervalo que va de 0 a 3; un valor en el intervalo de 2.0 a 3.0
indica una identificacion fiable a nivel de especie, un valor entre 1.70 a 1.99 indica una
identificacion fiable a nivel de género, mientras que un valor inferior a 1.69 indica una

identificacion no posible.

Para calibrar y optimizar el espectro de masas Bruker MALDI-TOF-MS, se utilizé el Bacterial
Test Standard (BTS), reconocido como estandar (Sibinska et al., 2024). Este estandar contiene
un extracto de Escherichia coli DH5a, que exhibe un perfil caracteristico de péptidos y proteinas

en los espectros de masas MALDI-TOF. Ademas del extracto de E. coli DH5a, el BTS ha sido
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modificado con dos proteina adicionales para ampliar el limite superior del rango de masas

cubiertas. El rango general de masa cubierto por el BTS va de 3.6 a 17 kDa.

6.3.2 Identificacion por el gen recA.

En primer lugar, se realiz6 la extraccion de ADN total a partir del pellet obtenido de 1 mL de
cultivo de la cepa aislada del salami, incubado durante 18 h. Se utiliz6 el kit Wizard® Genomic
DNA Purification (Promega, Madison, E.U.A.), siguiendo las instrucciones del proveedor. El
cultivo se sometio a centrifugar a 14,000 rpm durante 2 min a temperatura ambiente, siendo en

el pellet donde se encuentra el ADN.

La integridad del ADN fue verificada mediante un gel de agarosa al 0.8% tefiido con bromuro
de etidio (Bio-Rad, 0.001%), utilizando un amortiguador TAE 1X (Tris-acetato 10 mM; Bio-Rad,
E.U.A), EDTA 1 mM (J.T. Baker, México), con pH 8.0. El gel fue colocado en un sistema de
electroforesis horizontal Mini-Sub® Cell GT (Bio-Rad, Beijin, China), y se llevd a cabo la
electroforesis a 80 V durante 40 min, utilizando el marcador GeneRule 1kb ADN (Thermo
Scientific). Posteriormente, se determiné la concentracién y pureza del ADN total extraido,
midiendo la absorbancia a 260 y 280 nm mediante la placa Take3™ Multi-volume (Biotek
Instruments GmbH, Vermont, E.U.A) en un espectrofotébmetro Epoch Biotek (Synergy HT,
Vermont, E.U.A). Finalmente, la visualizacion se realizé en un analizador de imagenes
Molecular Imager Gel-Doc™ XR+ System (Bio-Rad, California, E.U.A), utilizando el software

Image Lab version 5.0.

La identificacién de la cepa mediante el gen recA se fundamenta en que este gen se ha
propuesto como marcador filogenético, ofreciendo resultados satisfactorios para numerosos
géneros bacterianos. RecA es una proteina pequefa de 352 aminoécidos en E. coli, involucrada
en la recombinacion de ADN homoélogo, la induccion de SOS y la mutagénesis inducida por
dafio del ADN. Debido a su papel fundamental, el gen recA es ubicuo y su producto génico se
ha propuesto como marcador filogenético para especies distintamente relacionadas. En el
presente estudio, la identificacion de la cepa sigui6é la metodologia descrita por Torriani y
colaboradores (2001), con modificaciones reportadas por Hurtado (2019). Esta metodologia se
basa en la diferenciacién de especies del grupo Lacp. plantarum mediante el andlisis del
polimorfismo del gen recA, utilizando la técnica de PCR punto final. Para ello, se realizaron PCR
punto final por separado, empleando un oligonucledétido directo especifico para cada especie,
disefiado a partir de los sitios polimoérficos presentes en las secuencias del gen recA de cada

especie del grupo Lacp. plantarum. En la primera PCR se utiliz6 el oligonucledtido directo
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llamado planF, especifico para Lacp. plantarum; en la segunda PCR se uso el oligonucledétido
pentF, especifico para Lacp. pentosus; y en la tercera PCR se empleé el oligonucledtido paraF,
especifico para Lacp. paraplantarum. Para todas las PCR, se utilizd un Unico oligonucle6tido
reverso (pREV). Esto resultd en la obtencidn de diferentes tamafios de amplicones (Tabla 1).
Como resultado, se obtiene uno de los tres posibles productos de amplificacion especificos

segun la especie identificada.

La amplificacion del gen recA se llevé utilizando la enzima Platinum™Taq ADN polimerasa
(Invitrogen, CA, EUA) y cada uno de los tres oligonucle6tidos directos especificos de la especie
(planF, pentF y paraF), combinados con el oligonucleétido reverso (pREV), en ensayos de PCR
separados, siguiendo el método descrito por Bringel y colaboradores (2005). Las diferentes
mezclas de PCR se detallan en la Tabla 2 y se programaron bajo las condiciones apropiadas
en un termociclador T100 Thermal Cycler (Bio-Rad, California, E.U.A.), segun lo indicado en la

Tabla 3.
Tabla 1. Oligonucleétidos para amplificacion el gen recA.
Oligonucleétido Secuencia 5’-3’ Temperatura de Tamafo
alineamiento (Tm) amplicon(pb)**

paraF GTC ACA GGC ATT ACG AAA AC 60.0°C 107
pentF CAG TGG CGC GGT TGA TATC 64.0°C 218
planF CCG TTT ATG CGG AAC ACC TA 61.9°C 318
pREV TCG GGA TTA CCA AAC ATC AC 62.2°Cc -

*Oligonucledtidos sintetizados por Sigma Aldrich.

**Tamafio amplicon (pb) utilizando el oligonucrepotido reverso PREV.
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Tabla 2. Componentes de la reaccion de PCR con enzima Platinum™Taqg ADN polimerasa
para amplificacién gen recA

Concentracion

Componente Volumen final (pL) final
Agua libre de nucleasas 36.8
10X PCR Buffer, -Mg 5 1X
50 mM MgCl> 1.5 1.5 mM
10 mM dNTP Mix 1.0 0.2 mM, cada uno
10 uM oligonucledtido directo*
paraF 1.0 0.2 uM
pentF 1.0 0.2 uM
planF 0.5 0.2 uM
10 pL oligonucledtido reverso (pREV) 1.0 0.2 uM
ADN templado 2.0 (216.017 ng/uL)
Platinum™ Tag ADN polimerasa 0.2 2 U por reaccion

*Se realizard un ensayo para cada uno de los oligonucleétidos directos (Tabla 1).

Finalmente, se verificd el tamafio de los amplicones mediante la realizaciéon de un gel de
agarosa al 0.8% tefiido con bromuro de etidio (Bio-Rad, 0.001%), utilizando un amortiguador
TAE 1X (Tris-acetato 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0). La electroforesis se llevo a cabo a 70 V
durante 50 minutos, utilizando un marcador 100 pb ADN (Promega). Se emple6 una cepa de

Lacp. plantarum como control positivo.
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Tabla 3. Condiciones de PCR para amplificacion el gen recA.

Paso Temperatura (°C) Tiempo (minutos) Numero de ciclos

Desnaturalizacion

inicial > 2 !
Desnaturalizacion 94 0.5

Alineacion * 0.5 34
Extension 72 0.5

Extension final 72 5 1
Enfriamiento 12 0

*La temperatura de alineacion varia dependiendo del oligonucleétido directo (Tabla 1).

6.4 ldentificacion de proteina de alto peso molecular con actividad

antimicrobiana.

6.4.1 Analisis de datos de espectrometria de masas.

En referencia a los trabajos previos, Hurtado (2019) logro identificar dos proteinas con actividad
antimicrobiana. En su estudio, se detectd una proteina de bajo peso molecular (13.1 kDa)
utilizando LC-MS/MS (cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas) en un equipo
LTQ-Orbitrap (ThermoFisher Scientific, Bremen, Alemania). Los resultados de la secuenciacion
fueron procesados y evaluados mediante el software Scaffold4 (version 4.8.9.20181203,
Proteoma Software Inc., Portland, OR), lo que permiti6 identificar la proteina 50S ribosomal
uL14 (RP uL14). Respecto a la proteina de alto peso molecular (66.2 kDa) con actividad
antimicrobiana, que fue visualizada en un zimograma de Tris-Glicina-PAGE, fue cortada la
banda correspondiente de un gel de poliacrilamida Tris-Glicina y enviada para secuenciacion al
Laboratorio Nacional Plan TECC en el CINVESTAV (Centro de Investigacion y de Estudios
Avanzados del IPN) en Irapuato, México. En este laboratorio, se empled la técnica de ionizacion

por electrospray LC-MS/MS.

Los resultados de la secuenciacion se entregaron en forma de archivos (.RAW), que son datos

sin procesar obtenidos directamente del espectrometro de masas (MS) durante el proceso de
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secuenciacion. Estos archivos contienen informacion sobre los espectros de masas y la
intensidad de las sefiales de los péptidos detectados durante el andlisis. Los archivos (RAW)

se analizaron utilizando el software MaxQuant (version 2.5.2.0, www.maxquant.org) para llevar

a cabo la identificacién de péptidos y proteinas, siguiendo el protocolo de "Parametros globales"
descrito por Tyanova y colaboradores (2016). Los espectros de los archivos se compararon con
el proteoma de Lacp. paraplantarum (ID: UP000016763) obtenido de la base de datos UniProt
(https://www.uniprot.org/).

6.4.2 Disefio de oligonucledtidos para amplificacion proteina de alto
peso molecular.

Para evaluar el cambio en la expresion de la proteina antimicrobiana de alto peso molecular
mediante PCR cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR), se disefiaron oligonucleétidos especificos
para la amplificacién del gen que codifica para dicha proteina de interés. El proceso se llevo a
cabo en nueve etapas, descritas a continuacion:

1. Identificacidon de la proteina mediante espectrometria de masas (MS): A partir de
secuencias cortas en aminoacidos identificadas mediante LC-MS/MS vy el analisis
descrito en la seccién 6.4.1 se identifico a la proteina de alto peso molecular.

2. Busqueda de la proteina en bases de datos: Se accedié a bases de datos que
contienen genomas ensamblados de diversos microorganismos para facilitar la consulta
de secuencias en aminoacidos y nucleétidos. Para este estudio, se utilizé la base de
datos gestionada por el National Center for Biotechnology Information (NCBI). El
procedimiento consisti6 en realizar una busqueda en toda la base de datos
introduciendo el nombre de la cepa de interés "Lactiplantibacillus paraplantarum”. Esto
generd una nueva ventana en la plataforma donde se mostraron todos los genomas
ensamblados disponibles en el apartado de genomas. Luego, se buscé la secuencia en
aminodcidos de la proteina de interés para cada uno de los 13 genomas encontrados.

3. Alineamiento de secuencias de aminoacidos: Se realiz6 un alineamiento mdltiple de
las secuencias de amino&cidos de la proteina de interés, obtenidas de diferentes
genomas ensamblados de distintas cepas de Lacp. paraplantarum. Este proceso se
llevé a cabo utilizando el servidor del programa MultAlin (Multiple sequence alignment

by Florence Corpet, http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/). Para ello, se introdujo el

conjunto de secuencias en formato FASTA de la proteina de interés en el servidor de
MultAlin, lo que permitié ejecutar los alineamientos multiples utilizando los parametros

predefinidos por el servidor. Los alineamientos multiples generados por este servidor se
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basan en una comparacion de la secuencia de la proteina de interés con las posibles
homologias restantes, resultando en una suma de secuencias alineadas. Ademas, el
servidor introduce espacios en cada secuencia para alinear fragmentos con similitudes
conservadas, lo que facilita la identificacién de regiones completamente conservadas y
regiones con variabilidad en todas las secuencias alineadas. Este proceso se llevo a
cabo con el objetivo de verificar si la secuencia identificada mediante espectrometria de
masas presentaba diferencias en aminoacidos con respecto a las secuencias
reportadas en NCBI. Posteriormente, utilizando las secuencias de nucleétidos
reportadas por NCBI, se disefiaron oligonucleétidos para amplificar el gen que codifica
la proteina de interés. Esto se llev6 a cabo con el propdsito de confirmar si la secuencia
identificada por espectrometria de masas diferia en aminoacidos con respecto a las
secuencias reportadas en NCBI, lo que permitiria, a partir de las secuencias de
nucledtidos obtenidas del siguiente punto, disefar oligonucleétidos para la amplificacion
del gen que codifica la proteina de interés.

Blast (tblastn): La plataforma del NCBI dispone de una herramienta de blsqueda de
alineacion local llamada BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), la cual permite
identificar regiones de similitud entre secuencias biolégicas. En esta herramienta, hay
diferentes tipos de BLAST para comparar secuencias de nucledtidos (blastn, tblastx,
tblastn) o de proteinas (blastp, blastx) con las bases de datos de secuencias, y calcula
la significancia estadistica asociada. En este estudio, se utilizé el tblastn, que compara
una secuencia proteica con una base de datos de nucledétidos. Para ello, primero traduce
todas las secuencias de nucle6tidos de la base de datos en sus seis marcos de lectura
y luego realiza la comparacion. Se ejecuto el tblastn para cada una de las secuencias
de aminoacidos obtenidas en el paso anterior, las cuales se proporcionaron en formato
FASTA. La base de datos seleccionada fue "nucleotide collection (nr/nt)", que contiene
una coleccién no redundante de secuencias nucleotidicas (abreviada como nr).
Alineamiento de secuencias de nucleétidos: Se realizé un alineamiento multiple de
las secuencias de nucledtidos de distintas cepas obtenidas mediante el thlastn realizado
en el paso anterior. Esto se llevd a cabo ingresando el conjunto de secuencias en
formato FASTA en el servidor de MultAlin, tal como se mencioné en secciones
anteriores. Los alineamientos multiples se realizaron utilizando los pardmetros
predeterminados por el servidor.

Disefio de oligonucleétidos para la proteina de interés in silico: Un aspecto critico
para el éxito de una reaccion de PCR es el cuidadoso disefio de los oligonucleétidos, ya
gue un disefio deficiente puede resultar en la amplificacién de fragmentos de ADN no

deseados (amplificacién inespecifica). Para garantizar un disefio éptimo, se aplican
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varias reglas, que incluyen la optimizacion de la temperatura de fusién (Tm), el tamafio
de los oligonucledtidos, el contenido de GC (Guanina:Citosina) y la complementariedad
de la secuencia. Idealmente, los oligonuclettidos deben tener una composicion
equilibrada de nucleétidos, un contenido de GC del 40 al 50%, un tamafo de
aproximadamente 18 a 24 bases, y una Tm de 56°C a 62°C. Ademas, los pares de
oligonucleétidos deben tener Tm similares (dentro de 5°C), comenzar y terminar con
bases pdricas, evitar estructuras secundarias internas, no ser complementarios entre si
ni auto complementarios, y preferiblemente tener una G o una C en el extremo 3’
(Abdullah et al., 2024). Las herramientas computacionales permiten especificar estas
variables para el disefio de oligonucleétidos, y hay numerosos programas disponibles

de forma gratuita en linea. Para este estudio, se utilizé el programa PrimerQuest de IDT

(Integrated DNA Technologies, https://www.idtdna.com/pages), que emplea un
algoritmo para seleccionar secuencias segun el tamafio deseado, el contenido de GC,
la Tm y la cantidad de GC en el extremo 3".

Verificacion de amplificacion mediante PCR punto final in silico: Este proceso se
realizé6 con el fin de evaluar la idoneidad de los oligonucledtidos disefiados para
amplificar el gen que codifica la proteina de interés producida por Lacp. paraplantarum
y para identificar su variacion en la expresion mediante gPCR bajo diferentes
concentraciones de carbono y nitrégeno en el medio de cultivo. Se llevé a cabo mediante
el analisis in silico de PCR. Para ello, se utiliz6 la plataforma SMS (Sequence

Manipulation Suite, http://www.bioinformatics.org/sms2/index.html). Se empled la

seccion "PCR Products" ", en la cual se utilizé la secuencia de los oligonucleétidos
disefiados y, como plantilla, la secuencia completa en nucleétidos de la proteina de
interés de Lacp. paraplantarum. El programa analiza una secuencia de ADN y busca los
sitios de reconocimiento con los oligonucleétidos disefiados, identificando aquellos que
correspondan perfectamente y puedan generar un producto de PCR. En la Tabla 4 se
muestran las secuencias de los oligonuclettidos disefiados para la amplificacion del gen
que codifica para la proteina de alto peso molecular identificada, la cual corresponde a

una N-acetilmuramidasa (MupG).
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Tabla 4. Oligonucledétidos para amplificacién el gen mupG.

) . o Temperatura de Tamafio
Oligonucledtido Secuencia 5’-3 ) ) ]
alineamiento (Tm) amplicon(pb)
MupGF GAAGTCTTCTTCAGCCCTTACC 62.0°C
103
MupGR CGCGATAAGTTTGTGGTTGTG 62.0°C

*Oligonucledtidos sintetizados por Sigma Aldrich.

6.5 Evaluacion de la expresion del gen mupGy RP uL 14.

En su investigacion, Hurtado (2019) identificé el impacto de la concentracion de carbono y
nitrogeno en el medio de cultivo sobre el crecimiento y la actividad antimicrobiana de Lacp.
paraplantarum. En este estudio, se investigd la relacidon entre la variaciéon en la actividad
antimicrobiana y la expresion de los genes estructurales asociados con esta actividad en esta
cepa. Dichos genes incluyen la N-acetilmuramidasa (MupG) y la proteina 50S ribosomal uL14
(RP uL14), y se analizaran después de 18 y 24 h de crecimiento, debido a que a estos tiempo

la cepa presenté mayor actividad antimicrobiana.

Para este estudio, se seleccion6 el gen recA como gen de referencia. La eleccion de este gen
se fundamenta en su alta conservacién y su participacion en una variedad de procesos
bioldgicos cruciales, como la recombinacion homologa, la reparacion del ADN mediante
recombinacioén y la activacion del sistema SOS. Estas funciones biolégicas esenciales hacen
que el gen recA sea una opcidn idénea como gen de referencia para el andlisis de RT-gPCR.

Ademas, el gen recA ha sido utilizado como gen de referencia en estudios de expresion génica
de otras especies pertenecientes al grupo taxondmico de Lacp. plantarum, lo que refuerza su

idoneidad para este propdsito en nuestro estudio (Maggi Solca et al., 2001; Tran et al., 2021).

6.5.1 Extracciony purificacion de ARN total.

Para evaluar el impacto de la concentracién de carbono y nitrégeno en el medio CGB, se cultivd
Lactobacillus paraplantarum en diferentes medios de cultivo con variadas concentraciones de
estos elementos. En la Tabla 5 se presentan las condiciones especificas de cada medio de
cultivo, designando a Cl1 (2.7 g/L de carbono) y N1 (1.8 g/L de nitrégeno) como las

concentraciones mas bajas, y a C3 (8.8 g/L de carbono) y N3 (5.7 g/L de nitrégeno) como las
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concentraciones mas altas en el medio CGB. La condicién control, con la concentracion

estandar de 6.0 g/L de carbono y 2.7 g/L de nitrégeno en el medio CGB, se denominé CGB

control.

Tabla 5. Concentracion de carbono y nitrégeno proporcionada por cada medio de cultivo

(CGB).
Condicion
CGB
Cl cC3 N1 N3
control
Concentracion de carbono (g/L) 2.7 8.8 6.0 6.0
Concentraciéon de nitrégeno (g/L) 2.7 2.7 1.8 5.7

Numeros en negritas indican la concentracion de nitrégeno y carbono proporcionada por el medio sin modificar.

Antes de realizar la extraccion de ARN total, se tuvieron en cuenta las consideraciones al

trabajar con ARN, dado que las ARNsas podrian estar presentes durante el procedimiento de

manipulacion del ARN para obtener la segunda cadena o cadena complementaria. Por lo tanto,

se tuvieron en cuenta los siguientes aspectos:

Siempre se utilizaron guantes de latex para evitar la contaminacion del ARN con
bacterias 0 enzimas presentes en la piel durante la extraccion.

Se emplearon pipetas y micropipetas estériles reservadas exclusivamente para el
trabajo con ARN.

Se utilizé material tratado con inhibidores de ARNsas en un area designada y restringida
para manipular el ARN.

Las muestras para extraccion se utilizaron siempre en estado fresco para garantizar la
integridad del ARN.

Se trabaj6é en un espacio de trabajo limpio, y todo el material se esterilizé dos veces

para asegurar la esterilizacién adecuada.

La extraccién de ARN total se llevé a cabo por triplicado bioldgico utilizando el reactivo Trizol™

Reagent (fenol, isotiocianato de guanidina y tiocianato de amonio) (Invitrogen, CA, EUA),

siguiendo las especificaciones del manual. El proceso de extraccion constd de cuatro fases:

separacion, aislamiento, lavado y resuspension. Después de 18 y 24 h de crecimiento de Lacp.

paraplantarum para cada una de las condiciones del medio de cultivo, se centrifugé la biomasa

a 4,000 rpm durante 15 min a 4°C. Luego, se retir6 el sobrenadante y se lavé con 2 mL de NaCl
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al 0.9%. Las células se congelaron con nitrégeno liquido y se maceraron en un mortero estéril.
Posteriormente, se tomd el macerado y se depositdé en microtubos de 1.5 mL previamente
congelados con nitrégeno. A cada tubo de macerado se le adiciond 1 mL de Trizol por cada
0.25 mL de muestra para separar proteinas, ADN y ARN total. La mezcla fue homogeneizada
vigorosamente en un vortex y luego se dejoé reposar durante 5 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, se afiadieron 200 uL de cloroformo y se mezclaron en el vértex durante 10
segundos, seguido de una incubacién de 3 min a temperatura ambiente. La muestra se
centrifugd a 12,000 rpm durante 15 minutos a 4 °C, luego se transfiri6 la fase acuosa a nuevos
microtubos previamente esterilizados. EI ARN total presente en la fase acuosa se precipitd
mediante la adicion de 500 uL de isopropanol, se mezclé por inversion y se almacend a -20°C
durante 10 min. Después se centrifug6 a 12,000 rpm durante 10 minutos a 4°C y se descart6 el
sobrenadante. El precipitado se resuspendié en agua libre de ARNsas (Slobodin y Gerst, 2011).
Luego, las muestras de ARN total se trataron con DNase | (ThrernoScient, CA, EUA) siguiendo
las especificaciones del proveedor. Para verificar la integridad del ARN total extraido, se llevo a
cabo una electroforesis en gel de agarosa al 0.8% tefiido con bromuro de etidio (Bio-Rad,

0.001%). Finalmente, las muestras de extraccion se almacenaron a -80°C.

6.5.2 Cuantificacion de ARN total.

Antes de almacenar las muestras de ARN total a -80°C, se tomaron alicuotas de estas con el
proposito de cuantificar posteriormente el ARN total extraido de cada muestra. Este
procedimiento se llevé a cabo en un triplicado experimental por cada triplicado biolégico

utilizando el espectrometro UV5-Nano (Mettler Toledo, Zurich, Suiza).

6.5.3 Sintesis de ADNc.

La retrotranscripcién se realizo utilizando el kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis
(ThermoScientific, MA, EUA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Con el fin de evitar
cualquier variacién en la expresion debido a diferencias en la concentracién total de ARN, se
normalizé la concentracion a 150 ng en cada una de las muestras de ARN total extraido para la
sintesis de ADN complementario (ADNc) (Biassoni y Raso, 2014). Finalmente, se procedi6 a

cuantificar la concentracién de ADNc como se describe en la secciéon 6.5.2.
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6.5.4 Comprobacion de sintesis de ADNc.

Para validar la correcta sintesis de ADNc en todas las muestras y la amplificacion precisa de
los oligonucledtidos disefiados para los genes que codifican las proteinas con actividad
antimicrobiana, se realiz6 una PCR punto final para cada una de las muestras de ADNc
sintetizado. Ademas del disefio de oligonuclettidos para el gen mupG, también se realiz6 el
disefio de oligonucleotidos para el gen RP uL14, como se menciona en la seccion 6.4.2. Este
gen codifica para la proteina 50S ribosomal uL14, previamente identificada por Hurtado (2019)
como una proteina con actividad antimicrobiana. La informacion detallada de ambos conjuntos
de oligonucleétidos se encuentra recopilada en la Tabla 6. La PCR punto final se llevé a cabo
utilizando la polimerasa Platinum™Tag ADN (Invitrogen, CA, EUA), con los componentes
descritos en la Tabla 2, donde solamente varia la temperatura de alineamiento a 60 °C (Tabla
6) mediante el termociclador T100 Thermal Cycler (Bio-Rad, California, E.U.A.). Finalmente, se
verifico el tamafio de los amplicones mediante la realizacion de un gel de agarosa al 0.8% tefiido
con bromuro de etidio (Bio-Rad, 0.001%), utilizando como marcadores: 1 kb plus DNA Ladder
(Invitrogen) y 100 pb AND (Promega). Es importante destacar que no se llevé a cabo la
amplificacion del gen recA, dado que los oligonucleétidos ya se habian probado en la

identificacion de la cepa, lo que confirmd su adecuada amplificacion.

Tabla 6. Oligonucleétidos para amplificacion el gen RP uL14 y mupG.

Oligonucl o Temperatura de Tamarfio
Secuencia 5°-3
edtido alineamiento (Tm) amplicon(pb)
RP uL14F GTGCCCGTGAAATCCTTACT
104
RP uL14R ACCGGGTGTTGCTTGTTTA
60°C
MupGF GAAGTCTTCTTCAGCCCTTACC
103
MupGR CGCGATAAGTTTGTGGTTGTG

*Oligonucledtidos sintetizados por Sigma Aldrich.
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6.5.5 PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR).

La expresion de los genes de interés con actividad antimicrobiana (mupG y RP uL14) frente a
diferentes tratamientos se analiz6 mediante PCR en tiempo real. Se utilizé el kit comercial
ABsolute QPCR SYBR Green Mix (ThermoFisher, CA, EUA), que contiene tampon, MgCly,
dNTPs y ADN polimerasa. En el caso de las reacciones de gRT-PCR para la amplificacion del
gen mupG, estas se llevaron a cabo en el equipo Gentier 48E real-time PCR system
(TIANLONG, Xian, China), mientras que la amplificacién del gen RP uL14, se llev6 a cabo en el
equipo QuantReady 9600 (LifeReal Biotechnology Co., Ltd., Hangzhou, China), empleandose
los oligonucledtidos correspondientes para la amplificacion del gen correspondiente y en ambos
casos, la amplificaciéon del gen de referencia (recA) (Tabla 1). Cada reaccién contenia los

reactivos necesarios seglin se muestra en la Tabla 7, alcanzando un volumen final de 10 pL.

Tabla 7. Componentes de lareaccion de qPCR.

Componente Volumen final (pL) Concentracién
final
2X Absolute gPCR SYBR Green Mix 5.0 1X
Oligonucleétido directo (10 uM)* 0.7 700 nM
Oligonucleétido reverso (10 uM)* 0.7 700 nM
ADNCc *x 100 ng
Agua libre de nucleasas rxk
Volumen final 10.0

* Se realiz6 un ensayo para cada juego de oligonucleétido (Tabla 1y 6).
**La cantidad de ADNCc vario en cada muestra, al ajustar la concentracion a 100 ng.

***Se ajusto de acuerdo a la cantidad de ADNc utilizada para cada reaccién

Ambos equipos se programaron con el siguiente protocolo: 15 minutos a 95°C para la activacion
de la enzima, seguido de 40 ciclos que incluyeron 15 segundos de desnaturalizacién a 95°C, 30
segundos a 60°C y 30 segundos de alineamiento y extensiéon a 72°C. Posteriormente, se llevo

a cabo la etapa de disociacion o curva de melting, comenzando con 15 segundos a 95°C, 15
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segundos a 60°C y 15 segundos a 95°C. Los datos fueron analizados con el software Real-time

PCR system (version V1).

6.5.6 Cuantificacion relativa por el método CT comparativo.

La estrategia empleada para la cuantificacion de la expresion génica mediante RT-gPCR fue la
cuantificacion relativa. En esta metodologia, se comparan los valores Ct y se utiliza la eficiencia
de la reaccién de PCR como factor de correccion. Sin embargo, existe un modelo alternativo
gue no necesita la eficiencia de la reaccién como factor de correccion, el cual asume una
eficiencia 6ptima e idéntica (del 100%) en la reaccion de PCR tanto para el gen de interés como
para el gen de referencia (Livak y Schmittgen, 2001). En este estudio, se decidié emplear el
método 222CT debido a que no requiere utilizar la eficiencia de la reaccion como factor de
correccion. Este método describe la proporcién obtenida al comparar los valores Ct de la

muestra con los valores Ct del control (Rao et al., 2013), siguiendo las siguientes ecuaciones:

ACt= Ct bco — Ct enddgeno
Después se obtendra el segundo A de la siguiente forma:
AACt= ACttratamiento'AthaIibrador

6.6 Clonacién del gen RP uL14.

La clonacion del gen RP uL14, que codifica para la proteina 50S ribosomal uL14 se llevé a cabo
utilizando el vector de expresion de proteinas recombinantes pTWIN1 (Figura 6), dentro de E.
coli. Este vector permite una purificacion de proteinas o para el aislamiento de proteinas con
una cisteina en el extremo N-terminal y/o un tioéster en el extremo C-terminal. Ademas, integra
un sitio de clonacion multiple disefiado especificamente para permitir la fusion del gen de interés
entre los inteinas modificadas Ssp DnaB y Mxe GyrA. Asimismo, la incorporacion del dominio
de unién a la quitina proveniente de Bacillus circulans simplifica el proceso de purificacion,
proporcionando una herramienta versatil y eficaz para las investigaciones en biologia molecular,
al obtener genes que codifiquen para proteinas nativas. Por otra parte, la expresion del gen
fusionado esta controlada por el promotor T7 y su regulacién esta llevada a cabo por el gen lacl,

ubicado inmediatamente aguas abajo del promotor T7.
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Mxe GyrA intein

(6430) Xhol

(5723) Ndel
T7 promoter

Figura 6. Vector de clonacion pTWIN1 (New England Biolabs, Inc., Beijing, China).

6.6.1 Obtencion del inserto codificante ala RP uL14.

Para la construccion del plasmido recombinante pTWIN1-bRPuL14 se disefaron
oligonucleétidos adaptados en el extremo 5°con un sitio de restriccion Ndel y en el extremo
3’con un sitio de restriccién Xhol. Esta estrategia de disefio se llevé a cabo utilizando el
programa bioinformatico SnapGene (GLS Biotech., Estados Unidos), disponible en:

http://.www.snapgene.com. Ademas, se corrobor6 el calculo de la temperatura de alineamiento

(Tm) mediante la herramienta NEB Tm, disponible en: https://tmcalculator.neb.com/#!//main. Los

oligonucleétidos disefiados anteriormente (Tabla 8) fueron utilizados para realizar la PCR de
clonacion en el termociclador T100 Thermal Cycler (Bio-Rad, California, E.U.A.), empleando los
componentes detallados en la Tabla 9 y siguiendo las condiciones descritas en la Tabla 10.
Posteriormente, se verificd el tamafio de los amplicones mediante la realizacion de un gel de

agarosa al 0.8% tefiido con bromuro de etidio (Bio-Rad, 0.001%), utilizando el marcador Quick-
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load purple 100 pb DNA (New England BioLabs). Finalmente, el producto de PCR o inserto
(Ndel / RPuL14 / Xhol) fueron purificados mediante el kit Zymoclean™ Gel DNA Recovery
(Zymo research, Irvine,EUA), siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Tabla 8. Oligonucleétidos para amplificacién inserto (Ndel / RPuL14 / Xhol).

Oligonucl o Temperatura de Tamafo
o Secuencia 5°-3 ) ) ]
eotido alineamiento (Tm) amplicon(pb)

FNdelRPu GGT GGT CAT ATG ATC CAA CAA

L14 GAA AGT CGT TTAAAAG
64.4°C 378

RXholIRp GTG GTC TCG AG CAG AACTTC
uL14 TGG CGC TAAT

Tabla 9. Componentes de lareaccién de PCR con enzima Platinum™Taqg ADN polimerasa
para obtencion de inserto (Ndel / RPuL14 / Xhol).

Concentracion

Componente Volumen final (pL) )
final
Agua libre de nucleasas 35.3
10X PCR Buffer, -Mg 5 1X
50 mM MgCl» 15 1.5mM
10 mM dNTP Mix 1.0 0.2 mM, cada uno
10 uM oligonucledtido directo* 1.0
0.2 uM
10 uM oligonucleétido reverso* 1.0
ADN templado 5.0
Platinum™ Taq ADN polimerasa 0.2 2 U por reaccion

*Oligonucledtidos para amplificacion inserto (Ndel / RPuL14 / Xhol), Tabla 8.
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Tabla 10. Condiciones de PCR para obtencién de inserto (Ndel / RPuL14 / Xhol).

Paso Temperatura (°C) Tiempo (minutos) Numero de ciclos

Desnaturalizacion

inicial o 2 !
Desnaturalizacion 94 0.5

Alineacion 64.4 0.5 40
Extensién 72 0.5

Extensién final 72 5 1
Enfriamiento 12 0

6.6.2 Digestion inserto (Ndel / RPuL14 / Xhol) y vector pTWIN1.

El inserto obtenido en el apartado 6.6.1 y el vector de expresién pTWIN1 fueron digeridos
utiizando la enzima de restriccion Xhol (Promega, Madison, EE. UU.), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Una vez completada la digestion con Xhol, estas fueron purificadas
utilizando el kit Zymoclean™ Gel DNA Recovery (Zymo research, Irvine,EUA). La segunda
digestién de los productos previamente purificados se llevo a cabo con la enzima de restriccion
Anza™ 9 Ndel (Invitrogen, Lituania), también siguiendo las instrucciones del fabricante.
Posteriormente, se verificaron las digestiones mediante la realizacion de un gel de agarosa al
0.8% tefiido con bromuro de etidio (Bio-Rad, 0.001%), utilizando el marcador Quick-load purple
100 pb DNA (New England BioLabs). Finalmente, se procedié a purificar las digestiones

utilizando el kit Zymoclean™ Gel DNA Recovery.

6.6.3 Ligacion inserto (Ndel / RPuL14 / Xhol) y vector pTWIN1.

A partir de los fragmentos del inserto y el vector pTWIN1 previamente digeridos y purificados,
se realizé la reaccion de ligacién en una proporcion 2:3 (plasmido:inserto) como se muestra en
la Tabla 11, utilizando T4 DNA ligasa (Promega, Madison, EUA). La ligacién se incub6 a 4°C

durante 5 dias.
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Tabla 11. Componentes para reaccion de ligacion.

Componente Volumen (uL)

Vector pTWIN1

o 2.0
digerido
Inserto digerido 3.0
Buffer ligasa 10X 1.0
ADN Ligasa T4 1.0
Agua libre de
3.0
nucleasas
Volumen final 10.0

6.6.4 Preparacion de células competentes de E. coli TOP10.

Se procedié a la inoculacion de 25 mL de medio LB (Luria Broth, AEXO A) con 12 colonias de
E. coli TOP, las cuales se incubaron a 37°C durante 9 horas. Posteriormente, se realiz6 la
inoculacion de 250 mL de LB en un matraz de 2 L utilizando 2.5 mL del preindculo. Esta
inoculacion se incubé con agitaciéon constante (180-250 rpm) a 18°C aproximadamente 14 h,
hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0.5-0.6 a 600 nm. Luego, el matraz fue transferido a un
bafio de hielo durante 10 minutos antes de ser centrifugado el medio a 4000-5000 rpm por 10
min a 4°C. El pellet resultante se resuspendié en 80 mL de Buffer TB (ANEXO A) frio y se
mantuvo en hielo durante 10 min. Posteriormente, se centrifug6é a 4000-5000 rpm por 10 min a
4°C y se resuspendio el pellet en 20 mL de TB con 1.4 mL de DMSO (dimetilsulféxido),
manteniéndose en hielo durante 10 minutos. El volumen final se distribuy6 en alicuotas de 100
ML en microtubos de 1.5 mL, los cuales fueron almacenados a -80°C para su posterior uso
(Green y Rogers, 2013).

6.6.5 Transformacion.

Se tomaron 100 uL de células competentes de E. coli TOP10 y se colocaron en un microtubo

de 1.5 mL. Luego, se afiadieron 10 pL del producto de la ligacién (apartado 6.6.3), se mezclé
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suavemente y se mantuvo en hielo durante 30 min. La mezcla se transfirié a un bafio de agua
a 42°C durante 2 min y se enfrié rapidamente en hielo. Posteriormente, se agregaron 800 uL de
medio LB, se mezclo por inversion y se incub6 a 37°C durante 1 h. Se sembré una alicuota de
100 uL en una placa con LB al 1% en agar con ampicilina, y se incub6 durante toda la noche a
37°C. Se llevaron a cabo los siguientes controles: un control positivo, 100 pl de células
competentes con 10 pl de plasmido intacto en placas con ampicilina; un control negativo, donde
se utilizé 100 pl de células competentes sin plasmido en placas con ampicilina; y finalmente, un

control adicional con 100 ul de células competentes en placas sin antibidtico.

6.6.6 TENS-Mini Prep.

Con el objetivo de extraer ADN plasmidico purificado de las células transformadas de E. coli
TOP10, a parir de su crecimiento en placa de agar LB con ampicilina durante 14 h a 37°C, se
obtuvo una colonia bacteriana la cual fue transferida a una nueva placa, sembrada en placa de
agar LB con ampicilina usando la técnica de siembra masiva, la placa se cultivé a 37°C durante
14 h. Posteriormente, se recolecté un boton celular con un palillo estéril y se resuspendi6 en 50
ML de agua estéril. Se anadieron 350 uL de Buffer TENS (ANEXO A) y 1.5 uL de RNAse A,
DNase-and Protease-free (ThermoScientific, Merelbeke, Bélgica). En seguida, la mezcla se
homogeneiz6 utilizando un voértex durante 2 seg. Luego, se agregaron 100 uL de acetato de
sodio 3.0 M, pH 5.2, y se mezclé adecuadamente con un voértex durante 2 seg. La muestra fue
centrifugada a 14, 000 rpm durante 10 min y el sobrenadante se transfirié a un microtubo estéril
de 1.5 mL. A continuacion, se adicionaron 600 pL de isopropanol absoluto frio y se mezclé por
inversion, para después incubar a -20°C durante 5 min. En seguida, se centrifugd el tubo a
14,000 rpm durante 2 min, se retird el sobrenadante. El botén celular se lavé dos veces con 900
uL de etanol frio al 70%, se centrifugd durante 2 min a 14, 000 rpm y se retird el sobrenadante.
Se dejo secar al aire durante 10 min y luego se resuspendié el botdn celular con 50 uL de agua
libre de nucleasas estéril. Finalmente, se analizaron 7 uL de la muestra en un gel de agarosa al
0.8% tefiido con bromuro de etidio (Bio-Rad, 0.001%).

6.6.7 Confirmacion construccion pTWIN1-bRPuL14.

Para validar la transformacion del vector pTWINL1 con el inserto (Ndel / RPuL14 / Xhol), se
empled la técnica de PCR en punto final utilizando dos juegos de oligonucleoétidos. EIl primer

juego consistié en los mismos utilizados para la construccion del inserto, que amplifican el gen
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de interés, RPuL14, con los extremos correspondientes a las secuencias de las enzimas de
restriccion (Ndel y Xhol). Ademas, se disefié un segundo juego de oligonucleétidos para
amplificar una regién del vector pTWIN1, donde el gen de interés queda encajado, flanqueado
por partes del vector pTWIN1 (oligonucleétidos de construccion, conspTWINuL14). Esta
estrategia de disefio se llevd a cabo utilizando el programa bioinformatico SnapGene (GLS

Biotech., Estados Unidos), disponible en: http://www.snapgene.com. Ademas, se verificod la

temperatura de alineamiento (Tm) utilizando la herramienta NEB Tm, disponible en:
https://tmcalculator.neb.com/#!/main.

6.6.7.1 PCR punto final.

En la Tabla 12 se detallan los oligonucleé6tidos empleados para la PCR en punto final, donde se
utilizoé la polimerasa DreamTaq Hot Start PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA).
Las reacciones de PCR se llevaron a cabo utilizando el termociclador T100 Thermal Cycler (Bio-
Rad, California, E.U.A.), con los componentes indicados en la Tabla 13 y siguiendo las
condiciones especificadas en la Tabla 14.

Tabla 12. Oligonucleétidos para confirmacién de construcciéon pTWIN1-bRPulL14.

Oligonucl o Temperatura de Tamarfio
. Secuencia 5°-3 ) ) ]
edtido alineamiento (Tm) amplicon(pb)

FNdelRPu GGTGGTCATATGATCCAACAAGAAA

L14 GTCGTTTAAAAG
64.4°C 378
RXholRp GTGGTCTCGAGCAGAACTTCTGGCG
uL14 CTAAT
conspTwi
TGTGAGCGGATAACAATTC
NulL14
59.4°C 812
conspTwiI
GGGCAACTAGTGCATCTCCC
NulL14
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Tabla 13. Componentes de la reaccion de PCR con enzima DreamTaq Hot Start PCR Master
Mix para confirmacion de construccion.

Componente Volumen final (ML)
Agua libre de nucleasas 18.0
Oligonucleétido directo* 1.0
Oligonucledtido directo* 1.0
ADN plasmidico 5.0
DreamTaq Hot Start PCR Master Mix (2X) 25.0

*QOligonucleodtidos para amplificacion inserto (Ndel / RPuL14 / Xhol) y construccion, Tabla 12.

Tabla 14. Condiciones de PCR para obtencion de inserto (Ndel / RPuL14 / Xhol).

Paso Temperatura (°C) Tiempo (minutos) Numero de ciclos

Desnaturalizacion

inicial > 20 !
Desnaturalizacion 94 0.5

Alineacion* 1.0 35
Extension 72 2.0

Extension final 72 5 1
Enfriamiento 12 o0

6.6.7.2 Secuenciacion.

El producto de PCR amplificado y purificado se envié para su secuenciacién a MacroGen Inc
(Sedul, Corea del Sur), en donde utilizaron un secuenciador de 96 capilares ABI 3730XL (Applied

Biosystems, California).
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6.7 Cuantificacion de especies reactivas de oxigeno (ROS).

Se ha determinado que la actividad antimicrobiana de las proteinas ribosomales
provenientes de anfibios se debe a que estas incrementan la produccion de ROS en los
microorganismos objetivo (Baozhen et al., 2020; Chen et al., 2021). En este estudio, los
niveles de ROS se midieron segun lo descrito por Baozhen y colaboradores (2020) y Diaz-
Duarte (2015), con algunas modificaciones. Los microorganismos objetivo utilizados fueron
bacterias patdgenas de relevancia en la industria alimentaria y farmacéutica: S. aureus,

Salmonella Typhi, L. monocytogenes, E. coli, E. faecium y Enterococcus faecalis.

Inicialmente, en tubos estériles de 15 mL cubiertos con papel aluminio para protegerlos de
la luz, se inocularon los microorganismos objetivo al 1% (v/v) (D.O.s00 nm 0.067) en medio
LB (caldo Luria) con 50 uL del extracto semipurificado de la proteina 50S ribosomal uL14
(sp-RP uL14) con actividad antimicrobiana a una concentracion de 13.602 pg/mL, obtenido
de Lacp. paraplantarum como lo describe Hurtado (2019). Como control positivo, los
microorganismos fueron inoculados con H.O, a 500 yuM, y como blanco, las bacterias no
fueron expuestas a sp-RP uL14 ni a H>O-. Los tubos se incubaron a 37 °C y 200 rpm con
una inclinacién aproximada de 45°, en condiciones estériles y sin luz. La generacion de
ROS intracelular se midié alas 0 h, 18 h y 24 h de incubacion, considerando que a las 18

h las bacterias estan en crecimiento exponencial y a las 24 h en fase estacionaria.

Para determinar la generacién de ROS intracelular, se tomaron 600 yL de cada tubo en
condiciones estériles y sin luz, depositandolos en tubos Eppendorf de 1.5 mL color ambar.
Las muestras se centrifugaron a 10,000 rpm durante 10 min, se descart6 el sobrenadante
y los pellets de células se lavaron dos veces con PBS (solucién salina tamponada con
fosfato, pH 7.4). Posteriormente, los pellets lavados se resuspendieron en 540 yL de PBS
y se agrego diacetato de 2',7'-diclorofluoresceina (DCFH-DA, Sigma-Aldrich, Misuri, E.U.A.)
(100 uM en DMSO, Sigma-Aldrich, Misuri, E.U.A.) para obtener una concentracion final de
10 gM. La mezcla se homogenizé con micropipeta y se incubd a temperatura ambiente
durante 30 min. Tras la incubacién, se centrifugd la mezcla a 10,000 rpm durante 10 min,
se descartd el sobrenadante y se lavo el pellet nuevamente bajo las mismas condiciones
mencionadas. El pellet se resuspendi6 en 600 uL de PBS y se homogenizé con micropipeta,
tomando 150 yL para colocarlos en los pozos de placas negras. La fluorescencia se midio

con el equipo Synergy HT, Biotyper (Vermont, E.U.A.) a 488 nm de excitacién y 525 nm de
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emision. Todas las muestras fueron tratadas por duplicado bioldgico y triplicado técnico,

asegurando proteccion contra la luz durante todo el proceso en la medida de lo posible.

6.8 Analisis estadistico.

El analisis estadistico que se realizd para determinar las diferencias significativas entre los
tratamientos fue mediante el analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de significancia del 5%
y un nivel de confianza del 95%. Se utilizé el método de comparacion de medias de Tukey para
comparar las medias entre los diferentes tratamientos y para cada intervalo de tiempo
correspondiente al crecimiento del microorganismo objetivo. Este analisis se realizé utilizando
el paquete estadistico XLSTAT-premium (version 2024.2.2). En las graficas, los grupos

marcados con la misma letra indican que no hay diferencias significativas.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION DE ANALISIS

7.1 Identificacion de cepa.

7.1.1 Identificacion de cepa por espectrometria de masas.

La identidad de la cepa con actividad antimicrobiana, obtenida a partir de un producto carnico
fermentado (salami), fue verificada mediante espectrometria de masas MALDI-TOF, ya que
previamente habia sido caracterizada por el grupo de investigacion (Hurtado, 2019). El estudio
realizado en el Laboratorio Divisional de Espectrometria de Masas en la UAM-Iztapalapa
consistio en identificar el género y especie de la cepa a partir de una colonia aislada. Se
seleccionaron 4 colonias aisladas y se realizaron 4 lecturas para cada colonia en una placa de
metal pulido, lo anterior con el fin de obtener mayor precisioén en los resultados. Este proceso

permitié examinar la reproducibilidad del equipo y de las muestras analizadas.

El software MALDI BioTyper TM4.0 (Base de datos de Bruker Daltonics, Bremen, Alemania)
interpreta los espectros generados por el sistema automatizado. Se utilizd el registro de
BioTyper (puntuaciones), el cual expresa los resultados de la identificacion, con puntuaciones
de confianza que van desde 0.00 hasta 3.00. Estos valores cuantifican la similitud entre el perfil
desconocido de MALDI-TOF-MS con las entradas disponibles en la base de datos. Los
resultados de la ecuacion logaritmica para los espectros obtenidos se presentan en la Figura 7.
De acuerdo con estos resultados, se puede concluir que la cepa aislada del salami corresponde
a Lactiplantibacillis paraplantarum, ya que el espectro obtenido y el valor indicativo de fiabilidad
son de 2.20 y 2.29, como minimo y maximo, respectivamente. Este valor asegura una

identificacion a nivel de género y especie (Sibinska et al., 2024).
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Gama de valores Descripcién Simbolos Color
2.00-3.00 (+++) verde
0.00 - 1.69 (-) 10jo

Nombrel N ipldeiia Organismo (mejor Rt
R T muestra candidato) Valor
D12 SJHR 1

(++) (A) (Standrd) Lactobacillus paraplantarum

( _,_E,_—H( A) (gtja}lglg?czi) Lactobacillus paraplantarum

Dli4 3JHR 1 Lactobacillus paraplantarum

(+) (A) (standard)

DL A) (2321}121121?3) Lactobacillus paraplantarum

Figura 7. Resultado y significado del valor de puntuacion MALDI Biotyper para una colonia
aislada de salami.

7.1.2 Identificacion de cepa por gen recA.

En primer lugar, se verificé la integridad del ADN total extraido de la cepa aislada de salami y
de la cepa Lacp. plantarum (control positivo). En la Figura 8 se observa una banda en los carriles
1y 2, la cual corresponde al ADN extraido con un tamafio superior a los 10000 pb, lo que indica
que el ADN total posee la integridad necesaria para llevar a cabo la amplificacién del gen recA
mediante PCR. Antes de proceder con la amplificacion del gen, se determiné la concentracion
de ADN, la cual fue de 220 ng/uL. También se evalué la relacion de absorbancia 260/280, la
cual es una medida comun para expresar la pureza del ADN, siendo valores entre 1.8 y 2.0
indicativos de una muestra pura. El resultado de la absorbancia fue de 1.891, lo que sugiere
gue se obtuvo ADN con una pureza aceptable, ya que valores fuera del rango, representan una
posible contaminacién por compuestos aromaticos como proteinas y fenoles (Sumerta et al.,
2024). Una vez determinada la integridad, concentracién y pureza del ADN extraido, se procedio

a amplificar el gen recA especifico para cada especie mediante PCR.
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% del ADN extraido y purificado. Carril 1:
cepa aislada del salami. Carril 2: cepa control Lactiplantibacillus plantarum UNAM.
Marcador: GeneRule 1kb ADN (Thermo Scientific).

La identificacién de la cepa mediante la amplificacion del gen recA, de 322 pares de bases (pb),
se basa en el polimorfismo de este gen en las especies del taxdn Lacp. plantarum. Para cada
especie, se emplea un oligonucleétido directo disefiado a partir de la secuencia con
polimorfismo (paraF, pentF y planF) y un Unico oligonucleétido reverso (pREV) (Tabla 1). Al
numerar la secuencia de 322 pares de bases del 1 al 322, los oligonucleétidos directos se
localizaron de la siguiente manera: paraF, especifico para Lacp. paraplantarum, en la posicion
220 a 239; pentF, especifico para Lacp. pentosus, en la posicion 109 a 127; y planF, especifico
para Lacp. plantarum, en la posicion 9 a 28. Por lo tanto, los tamafios esperados de los
amplicones son de 107 pb para Lacp. paraplantarum, 218 pb para Lacp. pentosus y 318 pb para
Lacp. plantarum (Torriani et al., 2001). En tal sentido, en la Figura 9 se muestra un unico
amplicon de 107 pb en el carril 1, el cual se obtiene al amplificar el gen recA de la cepa aislada
del salami utilizando el oligonucleétido especifico para Lacp. paraplantarum (paraF). Esto
confirma la identificacion de la cepa del salami como perteneciente a la especie Lacp.
paraplantarum. Ademds, en el control positivo se observa un amplicon de 318 pb, en

concordancia con lo esperado para Lacp. plantarum.
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Figura 9. Amplificacion del gen recA de cepa aislada de salami mediante PCR en gel de
agarosa al 0.8%. Carril 1: amplificacion con oligonucleotido directo paraF (Lacp.
paraplantarum). Carril 2: amplificacion con oligonucleétido directo planF. Carril 3:
amplificacion con oligonucle6tido directo pentF. Carril 4: amplificacién con oligonucleétido
directo planF del control positivo (Lacp. plantarum). Marcador: 100 pb ADN (Promega)

7.2 ldentificacion de proteina antimicrobiana de alto peso molecular.

En un estudio anterior llevado a cabo por Hurtado en 2019, se identificé una proteina de alto
peso molecular mediante electroforesis en gel de poliacrilamida Tris-Glicina al 10%. Esta
proteina mostré actividad antimicrobiana contra Micrococcus lysodeikticus y L. innocua, ademas
se determind su peso molecular aparente de 66.2 kDa utilizando el Software Image Lab 6.0.1.
Basandose en estos resultados, se realizé una busqueda bibliografica de proteinas de alto peso
molecular con actividad antimicrobiana producidas por Lacp. paraplantarum u otras especies
relacionadas, como las especies pertenecientes al grupo de Lacp. plantarum. Se encontraron
informes de PGHs con pesos moleculares entre 60 a 110 kDa para Lacp. plantarum (van den
Nieuwboer et al., 2016; Rolain et al., 2012). Posteriormente, se llevé a cabo un analisis in silico
en el genoma de Lacp. paraplantarum L-ZS9 (NCBI GenBank: CP013130.1), buscando PGHs

con pesos moleculares similares al previamente calculado, lo que condujo a la identificacion de
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una muramidasa (NCBI Protein id: ALO05578.1) con un peso molecular de 67.2 kDa.
Finalmente, se verifico el tipo de PGH mediante la especificidad del sustrato, resultando positiva

para N-acetilmuramidasa.

La banda que mostré actividad fue cortada del gel de Tris-glicina al 10% y enviada para ser
analizada por LC-MS/MS con ionizacion por electrospray. Los archivos crudos (*.raw) que
contienen los datos sin procesar de los espectros de masas obtenidos de la espectrometria de

masas fueron analizados mediante el software MaxQuant (version 2.5.2.0) (www.maxguant.orq)

para realizar la identificacion de péptidos y proteinas, siguiendo el protocolo de “Parametros
globales” citado por Tyanova y colaboradores (2016). MaxQuant utiliza algoritmos avanzados
para identificar y cuantificar las proteinas presentes en la muestra, teniendo en cuenta
parametros como la masa y la intensidad de los péptidos observados en los espectros de
masas. Finalmente, MaxQuant proporciona una lista de proteinas reconocidas de la muestra
analizada, dentro de las cuales se identificé una con codigo de acceso a UniProt, la FOURN?7Y.
Esta base de datos redirige a InterPro
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/protein/UniProt/FOQURN7?/), la cual identifica a la proteina

secuenciada como la 6-fosfo-N-acetilmuramidasa, N-terminal, denominada MupG (Figura 10),
lo cual concuerda con los resultados obtenidos anteriormente, en donde la proteina en estudio

presento actividad positiva para N-acetiimuramidasa mediante especificidad de sustrato.
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Figura 10. Resultados obtenidos del andlisis de los espectros de masas adquiridos mediante

LC-MS/MS por ionizacién por electrospray utilizando el software MaxQuant (versiéon 2.5.2.0)

y las bases de datos de UniProt e InterPro.

La funcion principal de MupG es hidrolizar el enlace MurNAc 6-fosfato-GIcNAc del
peptidoglicano (PG) presente en la pared celular bacteriana y producir MurNAc 6-fosfato y N-
acetilglucosamina (GIcNACc), lo que conduce a la division y muerte de las bacterias (Shaku et
al., 2020; Wu et al., 2023). La MupG que ha sido ampliamente estudiada es la lisozima de huevo,
se ha utilizado ampliamente en cosméticos e industria farmacéutica, asi como aditivo alimentario
en la conservacién de alimentos debido a sus propiedades antibacterianas en pescado, carne,
vegetales frescos, frutas y otros alimentos, ademas esta catalogado como un compuesto GRAS
(generalmente reconocido como seguro) por la Administracién de Medicamentos y Alimentos
de los Estados Unidos (FDA, EE. UU.) (Nakimbugwe et al., 2006; Maidment et al., 2009; Zhang
etal., 2024). En la actualidad, son pocos los autores que refieren la actividad antimicrobiana por

PGHs producidas por BAL en especial, por una N-acetilmuramidasa, tal es el caso de Garcia-
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Cano y colaboradores (2015), quienes identificaron y estudiaron una MupG producida por
Pediococcus acidilactici ATCC 8042, la cual inhibié bacterias patdégenas y no deseadas en la
industria alimentaria, como Streptococcus pyogenes, Listeria monocytogenes y Staphylococcus
aureus. Aflos mas tarde, otra cepa de Pediococcus acidilactici OSU-PECh-3A presenté en su
fraccion de sobrenadante una MupG identificada con actividad antimicrobiana contra S. aureus,

lo que indica su actividad endopeptidasa (Garcia-Cano et al., 2019).

7.3 Efecto del carbono y nitrégeno en el medio de cultivo sobre la
expresion de proteinas con actividad antimicrobiana.

En una investigacion previa realizada por Hurtado (2019), se evalué como diferentes
concentraciones de carbono y nitrégeno afectan el crecimiento y la actividad antimicrobiana de
Lacp. paraplantarum frente a L. innocua. Se identificaron dos proteinas responsables de esta
actividad: una de bajo peso molecular y otra de alto peso molecular, siendo la primera
identificada como una proteina 50S ribosomal uL14 (RP uL14). En este presente trabajo, la
proteina de alto peso molecular se identific6 como una N-acetilmuramidasa (MupG). Una vez
identificadas las proteinas responsables de la actividad antimicrobiana, se evalué mediante RT-
gPCR el nivel relativo de expresion del gen mupG y el gen RP ulL14, para determinar si
diferentes concentraciones de carbono y nitrégeno en el medio CGB inducen su expresion,
utilizando el gen recA como referencia interna. La evaluacién de la expresion génica se realizo
alas 18 y 24 h de crecimiento de Lacp. paraplantarum, ya que en un estudio previo se observo
un aumento progresivo de la actividad antimicrobiana en esos tiempos de crecimiento (Hurtado,
2019).

La extraccion con Trizol permitié obtener RNA total de Lacp. paraplantarum en dos tiempos de
crecimiento (18 y 24 h), asi como para cada una de las concentraciones de carbono y nitrégeno
en el medio CGB. La integridad del ARN total extraido se verific6 mediante electroforesis en gel
de agarosa al 0.8% como se muestra en las Figura 11, en donde se observan dos bandas
correspondientes al ARN ribosomal (ARNr), la subunidad grande 50S (contiene los ARNr 23Sy
5S) y la subunidad pequefia 30S (contiene el ARNr 16S) (del Rosario Rodicio y del Carmen
Mendoza, 2004). Las bandas bien definidas indican que el ARN obtenido esta integro y, por lo
tanto, se puede proceder a realizar las RT-qPCR para evaluar la expresion del gen mupG y RP
uL14. Para confirmar la sintesis correcta de ADN complementario (ADNc) a partir de ARN total,
se llevé a cabo PCR de punto final amplificando los genes de interés (mupG y RP ulL14)

utilizando el ADNc sintetizado como molde. Después de la PCR en punto final, se realizaron
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electroforesis en geles de agarosa al 0.8%, donde se visualizaron los fragmentos de
amplificaciéon para cada uno de los genes estudiados, con un peso molecular aparente de
alrededor de 100 pb, como se esperaba para los genes mupG y RP uL14, con pesos de 104 y
103 pb, respectivamente (Figuras 12 y 13). Se muestran geles de agarosa solo para algunas
extracciones de ARN total y genes amplificados a partir de ADNc de algunos tratamientos, por
razones practicas. Finalmente, cada producto amplificado por RT-qPCR mostré un Gnico pico
en su curva de disociacion (Figura 14), lo que sugiere que la amplificacion fue especifica para
cada uno de los genes estudiados.

1
-

| |

18 h 24 h
Figura 11. Integridad del ARN total extraido de Lacp. paraplantarum en gel de agarosa al
0.8% de agarosa. Carril 1y 2: condicién C3y N3 alas 18 h de crecimiento, ambos a mayor
concentraciéon de carbono y nitrégeno, respectivamente. Carril 3y 4: condicion Cly N1 alas
24 h de crecimiento, ambos a menor concentracion de carbono y nitrégeno,

respectivamente
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Figura 12. Amplificacidon del gen mupG a partir de ADNc de Lacp. paraplantarum a las 18 h
de crecimiento en gel de agarosa al 0.8%. Carril 1 al 3: condicién N1 (menor concentracion
de nitrégeno). Carril 4 al 6: condicién C1 (menor concentracion de carbono). Carril 7:
condicién N3 (mayor concentracién de nitrégeno). Marcador: 1 kb Plus DNA Ladder

(Invitrogen).
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Figura 13. Amplificacion del gen RP uL14 a partir de ADNc de Lacp. paraplantarum alas 18 h
de crecimiento en gel de agarosa al 0.8%. Carril 1 al 3: condicion N3 (mayor concentracion
de nitrégeno). Carril: 5 al 7: condiciéon N1 (menor concentracion de nitrégeno). Marcador:

100 pb ADN (Promega).
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Figura 14. Curvas de disociacién de ADNc de Lacp. paraplantarum para la condicién con
menor concentracion de carbono en el medio de cultivo (C1) alas 18 h para el gen RP uL14
(verde) y el gen referencia (recA, morado). Cada reaccion se llevé a cabo por triplicado

bioldgico y duplicado técnico.
7.3.1 Peptidoglucano hidrolasa, MupG.

Investigaciones previas han mencionado que la composicién del medio puede tener un efecto
significativo en la produccion de compuestos antimicrobianos y en el crecimiento de las células
productoras de LAB (Kumar et al., 2012; Ooi et al., 2021). Sin embargo, también se ha reportado
que los niveles de transcripcion no guardan una correlacion directa con la actividad
antimicrobiana. No obstante, es evidente que la actividad biolégica no puede surgir sin un nivel
minimo de expresion génica. Algunos autores mencionan que no hay una estimacion de los
niveles de proteina basados en los niveles de ARNm (Fortelny et al., 2017). Por otro lado,
estudios realizados por otros cientificos han demostrado una correlacion positiva entre el ARNm
y los niveles de proteina mediante evaluaciones experimentales y estadisticas (Guimaraes et
al., 2014; Wilhelm et al., 2014; Zhang et al., 2024).

Los resultados obtenidos de la expresion génica de mupG al modificar concentracion de
nitrégeno en el medio CGB fueron significativos. Como se muestra en la Figura 15, la expresion
fue significativamente (p<0.05) quince veces mayor al aumentar la concentracion de nitrégeno
en el medio CGB (N3) en comparacion con el medio control CGB, que no experimentd
modificaciones en la cantidad de nitrdgeno y carbono. Sin embargo, no se observaron

diferencias significativas en la expresién del gen mupG al incrementar (C3) o disminuir (C1) la
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concentracion de carbono en el medio CGB. En relacién al tiempo, se observé un aumento en
la expresién del gen mupG a las 24 h en comparacion con las 18 h, independientemente del
tratamiento empleado. Con base en los resultados obtenidos, el aumento en la expresion de
mupG en el medio con mayor contenido de nitrégeno (N3) puede deberse a un aumento en la
fuente de nitr6geno, en este caso, la peptona biotriptasa. Ademas, el medio contenia extracto
de levadura, por lo que ambas fuentes de nitrégeno proporcionaron aminoacidos, péptidos y
vitaminas a Lacp. paraplantarum, actuando como precursores o inductores en el crecimiento y
sintesis de péptidos antimicrobianos en LAB (Abbasiliasi et al., 2017; Khubber et al., 2022;
Naveed et al., 2022). Se ha demostrado que el uso de aminoéacidos en el medio de cultivo mejora
la produccién extracelular de lisozimas humanas. Un ejemplo de esto es la adicion de 1% de
casaminoacido, el cual contiene una mezcla de aminoacidos (excepto triptéfano) y péptidos
pequefios (Ercan y Demirci, 2014), lo que coincide con los datos obtenidos en este estudio: al

aumentar la fuente que proporciona estos aminoacidos, la expresion de mupG fue mayor.

Hurtado (2019) reportd que un incremento en la fuente de nitrégeno en el medio CGB indujo un
mayor crecimiento de Lac. paraplantarum. Asimismo, se observé una mayor actividad
antimicrobiana a las 24 h en comparacién con las 18 h de crecimiento. Estos resultados
coinciden con lo reportado por Ooi y colaboradores (2021), en donde observaron un incremento
proporcional entre la concentracion de la fuente de nitrdgeno organico en el medio de cultivo y
la actividad antimicrobiana. Ademas, Naveed y colaboradores (2022), demostraron que fuentes
de nitrégeno organicas producen un mayor crecimiento de Bacillus subtilis, asi como una mayor
actividad enzimatica producida por lisozima. Con base a lo mencionado anteriormente,
podemos sugerir que la expresion de mupG estd vinculada al crecimiento de Lacp.

paraplantarum e influenciada por la fuente de nitrégeno organico en el medio de cultivo.
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Figura 15. Expresion relativa del gen mupG en medios de cultivo con diferentes
concentraciones de carbono y nitrégeno. Control CGB, medio sin modificacion de carbono y
nitrégeno. Medios modificados: C1y N1, menor concentracion de carbono y nitrégeno,
respectivamente. C3 y N3 mayor concentracion de carbono y nitrégeno, respectivamente.
Todos los resultados de expresion se normalizaron en relacion al gen recA mediante el
método 2-24€t | as barras verticales representan el SEM. Letras desiguales indican que hay

diferencia significativa.

7.3.2 Proteina ribosomal, RP uL14.

Como se muestra en la Figura 16, RP uL14 se expreso significativamente (p<0.05) tres veces
mas en la condicion C3, con concentraciones mas altas de carbono en el medio CGB, que en
el medio control CGB, sin cambio en la concentracién de carbono. En contraste, se observé una
menor expresion en la condicién N3, que presentaba una concentracion mas alta de nitrégeno,
asi como en las condiciones C1 y N1, donde las concentraciones de carbono y nitrégeno en el

medio CGB fueron mas bajas, respectivamente. Curiosamente, los hallazgos obtenidos por
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Hurtado (2019) muestran que el crecimiento de Lacp. paraplantarum fue mayor cuando se
incremento la concentracion de nitrégeno en el medio CGB (N3). Sin embargo, en esta condicion
(N3), la expresion de RP uL14 fue la mas baja (Figura 16), contrario a lo que se hubiera
esperado, debido a que habitualmente un mayor crecimiento celular se asocia a un aumento del
contenido de ribosomas, conduciendo a un aumento en el &cido ribonucleico ribosomal (ARNTF)
y las proteinas ribosomales para la sintesis de nuevas proteinas y favorecer asi el crecimiento
celular (Li et al., 2018; Hurtado-Rios et al., 2022; Stevanovic et al., 2023). El aumento en el
crecimiento de Lacp. paraplantarum al incrementar la concentracion de nitrégeno (N3) en el
medio de cultivo y la disminucidn en la expresiéon de RP uL14 pueden deberse a que un aumento
en la concentracién de nitrégeno afecta la sintesis de proteinas, un proceso que puede ser
controlado en varias etapas, incluyendo la transcripcion, la degradacion del ARN mensajero
(ARNmM) recién sintetizado, o la inhibicion de la traduccion del ARNm en proteinas. No obstante,
el incremento de la concentracion de nitrégeno en el medio de cultivo puede favorecer el
crecimiento bacteriano al aumentar la disponibilidad de recursos y optimizar la eficiencia
metabdlica, lo que impulsa un crecimiento celular mas rapido, a pesar de la disminucion en la

expresion de proteinas ribosomales (Hui et al., 2014; Turnbough Jr, 2019; Khubber et al., 2022).

En lo que respecta al aumento significativo de la expresién de RP uL14 al incrementar la
concentracion de carbono en el medio CGB (C3) (Figura 16), resulta interesante observar que
no existe una correlacion proporcional con el crecimiento de Lacp. paraplantarum y el
incremento de las proteinas ribosomales, como seria de esperar, dado que el carbono es un
componente esencial de biomoléculas fundamentales como carbohidratos, lipidos y acidos
nucleicos, todos ellos indispensables para el crecimiento y la proliferacién celular (Butnariu,
2018). Con base a los resultados obtenidos, se podria mencionar que un incremento en la
concentracion de carbono estimula la expresion de proteinas ribosomales, en este caso
especifico de RP uL14. Lo anterior puede atribuirse a la disponibilidad de este elemento en el
medio de cultivo, lo cual puede influir en la expresion de genes relacionados con la sintesis de
proteinas ribosomales mediante mecanismos de regulacion génica. Estudios previos han
demostrado que ciertos genes ribosomales estan sujetos a regulacion por la disponibilidad de
nutrientes, incluyendo el carbono, y la expresion de proteinas ribosomales puede aumentar en
respuesta a un mayor suministro de carbono en el medio de cultivo (de la Serna y Tyler, 1999).
Sin embargo, el decremento en el crecimiento de Lacp. paraplantarum cuando aumenta la
expresion de RP uL14 en la condicién C3 (mayor concentracién de carbono), podria atribuirse
a la falta de inmunidad de la cepa en estudio contra la actividad antimicrobiana de RP uL14.
Este fendmeno se observa en algunas células que producen bacteriocinas, las cuales contienen

genes de inmunidad que protegen al microorganismo productor de la actividad antimicrobiana
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de las bacteriocinas (Weng et al., 2024). Este descenso en el crecimiento de Lacp.
paraplantarum al incrementar la expresion de RP uL14 podria ser analogo al efecto observado
con las colicinas, un tipo de bacteriocina que es letal para la célula que lo produce (E. coli)
(Mfon, 2024).
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Figura 16. Expresion relativa del gen RP uL14 en medios de cultivo con diferentes
concentraciones de carbono y nitrégeno. Control CGB, medio sin modificacion de carbono y
nitrégeno. Medios modificados: C1y N1, menor concentracion de carbono y nitrégeno,
respectivamente. C3 y N3 mayor concentracion de carbono y nitrégeno, respectivamente
Todos los resultados de expresion se normalizaron en relacion al gen recA mediante el
método 2-24¢t | as barras verticales representan el SEM. Letras desiguales indican que hay

diferencia significativa.
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7.4 Clonacién de RP uL 14y construccion de plasmido pTwin1-

bRPuL14.

7.4.1Amplificacion del gen RP uL14 y vector de expresion.

El objetivo de clonar el gen RP uL14 de Lacp. paraplantarum fue incrementar la produccién de
esta proteina, dado que la cantidad obtenida mediante el método de extraccion y desorcién
reportado por Hurtado (2019) fue muy poca y, ademas dicho método no proporciona una
proteina purificada totalmente. Asimismo, dado el reciente descubrimiento de la actividad
antimicrobiana de las proteinas ribosomales, existe un gran interés en investigar su mecanismo
de accion y llevar a cabo pruebas bioquimicas que requieren una cantidad significativa de estas
proteinas. Para este propoésito, se selecciond el vector pTWIN1, que es un vector de expresion
de E. coli disefiado para la purificacion de proteinas, que utiliza la inteina Ssp DnaB (INT) con
un dominio de unién a quitina (CBD). Este vector proporciona un sistema practico y econémico,
permitiendo la inmovilizacién de la proteina objetivo mediante un enriquecimiento por afinidad
en un solo paso. Posteriormente, la proteina es liberada por auto-escision interna, eliminando
asi la etiqueta de afinidad. Este proceso garantiza la obtencién de una proteina nativa sin
ninguna etiqueta de afinidad (Zhang et al., 2020). Ademas, estudios previos, como el realizado
por Fang y colaboradores (2020), han demostrado éxito en la clonacion y produccion de
péptidos antimicrobianos utilizando el vector pTWINL. Esto resulta ventajoso, ya que es de

principal preocupacién que un péptido antimicrobiano pueda resultar téxico para el hospedero.

A partir del ADN total de Lacp. paraplantarum, se realiz6 una amplificacién por PCR punto final
de un fragmento de 378 pb que contiene el gen RP uL14, con los extremos correspondientes a
las enzimas de restriccion Ndel y Xhol (inserto: Ndel / RPuL14 / Xhol) (Figura 17), cuya
secuencia corresponde a 5'-
CATATGATCCAACAAGAAAGTCGTTTAAAAGTTGCTGACAACTCCGGTGCCCGTGAAATCC
TTACTATTAAGGTATTAGGTGGCTCTGGTCGTAAAACTGCTAACATTGGTGATGTCATTGT

TGCTACGGTTAAACAAGCAACACCCGGTGGTGTTGTCAAAGCTCATGATGTCGTTAAAGC

TGTGATCGTCCGGACTAAGTCTGGTGTTCACCGTGCTGACGGTTCATACATCAAGTTTGAT
GAAAATGCTGCAGTTATTATTCGTGATGACAAAACGCCACAAGGTACTCGTATCTTTGGCC
CAGTCGCTCGTGAATTACGTGATAAAGACTTCATGCGTATTGTTTCATTAGCGCCAGAAGT
TCTGCcTCGAG -3'. Posteriormente, se efectlio una reaccion de digestion del fragmento de 378

pb y del vector pTWINL, utilizando las enzimas Ndel y Xhol, con el fin de obtener extremos
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cohesivos y posteriormente obtener la construccion pTWIN1-bRPulL14 mediante su ligacion. La
Figura 18A muestra la digestion del fragmento que contiene a la RP uL14 con extremos de las
enzimas de restriccion (Ndel y Xhol), con un peso molecular entre los 300 y 400 pb, denominado
como inserto (Ndel / RPuL14 / Xhol). Respecto a la digestion del vector pTWINL, el carriles 2
de la Figura 18B muestra una sola banda, indicando la linealizacién del vector. Como control de
la linealizacidn, en el carril 1 (Figura 18B) se visualiza el vector sin digestion, donde se observan
dos bandas correspondientes a las diferentes formas que puede adoptar el vector, incluyendo

la forma enrollada, stper enrollada y lineal (Culah, 2022).

Figura 17. Amplicon del gen RP uL14 con extremos de enzimas de restriccion Ndely Xhol en
gel de agarosa al 0.8%. Marcador: Quick-load purple 100 bp DNA (New England BioLabs).
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Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. A) Digestion del inserto (Ndel / RPuL14 /
Xhol). B) Carril 1: vector de expresion pTWINL sin digerir. Carril 2: digestién del vector de
expresion pTWIN1. Ambas digestiones realizadas con enzimas de restriccion: Ndel y Xhol.

Marcador: Quick-load purple 100 bp DNA (New England BioLabs).

7.4.2 Ligacion del inserto y el vector de construccion.

El vector de expresion pTWINL1 y el inserto (Ndel / RPuL14 / Xhol), previamente digeridos y
purificados, fueron ligados siguiendo el protocolo proporcionado por el proveedor utilizando la
ligasa T4, con el fin de obtener la construccion mostrada en la Figura 19. La reaccion de ligacion
se transformo en células de E. coli TOP 10, y la seleccion de las células transformadas se realizé
sembrandolas en medio LB con agar al 1%, el cual contiene ampicilina como un marcador de
seleccion para los plasmidos. Este marcador permite distinguir entre las colonias transformadas
y las no transformadas, ya que solo las células que contienen el plasmido con el gen de
resistencia crecerdn en el medio, mientras que las células sin el plasmido no podran crecer
(Brechun et al., 2024). Una vez seleccionadas las colonias transformadas, se extrajo el ADN
plasmidico de una colonia (Figura 20) utilizando el método TENS-Mini Prep. A partir de este
ADN, se realizé la confirmacion del inserto (Ndel / RPuL14 / Xhol) en la construccion pTWIN1-

bRPuL14 mediante PCR punto final, utilizando oligonucleétidos especificos que amplifican la
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secuencia del inserto y una regién del plasmido pTWIN1 (ver Tabla 12). Los resultados
obtenidos en la PCR coincidieron con lo esperado. Se detect6é un producto de amplificacion con
un tamano aparente de 473 pb, que representa la fusion del inserto con una regién del plasmido,
como se muestra en el carril 1 de la Figura 21 A. Ademas, el tamafio del amplicon para la
amplificacion especifica del inserto fue alrededor de 378 pb como se muestra en el carril 2 de
la Figura 21 B.

Mxe GyrA intein

(6091) Xhol

(5723) Ndel

RBS
T7 promoter

PTWIN1-bRPulL14
7036 bp

ori

Figura 19. Construccion del plasmido (pTWIN1-bRPuL14). Mapa circular del pldsmido
mostrando la ubicacion de sitios de corte Ndel y Xhol. Gen RP uL14 (verde). Imagen

obtenida utilizando SnapGene (GLS Biotech., Estados Unidos).
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250 s

Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. Carril 1: ADN plasmidico de células
transformadas de E. coli TOP10 con inserto (construccién: Ndel / RPuL14 / Xhol). Carril 2:

vector de expresion pTWINL1 sin inserto. Marcador: GeneRule 1kb ADN (Thermo Scientific).
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Figura 21. Productos amplificados por PCR para la comprobacién del inserto (Ndel / RPuL14
/ Xhol) en ADN plasmidico de células transformadas de E. coli TOP10 en gel de agarosa al
0.8%. A) Amplicon de 473 pb con oligonucledtidos que amplifican el inserto y una parte del

plasmido. B) Amplicon de 378 pb con oligonucleétidos que amplifican inserto (Ndel /
RPulL14 / Xhol). Marcador: Quick-load purple 100 pb DNA (New England BioLabs).

7.4.3 Secuenciacion delinserto (Ndel / RPuL14 / Xhol).

Para confirmar la presencia del inserto que contiene el gen RP uL14 en la transformacion de E.
coli TOP 10 con la construccién (pTWIN1-bRPuL14), se secuenciaron dos bandas obtenidas en
mediante la amplificacion por PCR del inserto (Ndel / RPuL14 / Xhol) con el gen RP uL14. La
secuencia por MacroGen Inc. (Sedl, Corea del Sur), fue analizada en la base de datos NCBI.
Los resultados se presentan en la Figura 22, donde se analizaron las dos secuencias del
amplicon, obteniendo para ambas un 100% de identidad y un valor de expectativa bajo. Sin

embargo, una de las secuencias mostré identidad de la proteina 50S ribosomal L14 con el
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género Lactiplantibacillus (Figura 22 A) y la otra secuencia con género y especie de
Lactiplantibacillus plantarum (Figura 22 B). En la base de datos de proteinas del NCBI, las
secuencias de la proteina 50S ribosomal L14 se identifican como la con el nUmero de acceso
WP_003641257.1 y WP_251340687.1. Lo anterior confirma que el amplicon secuenciado
contiene al gen RP uL14. Consecuentemente, se llevé a cabo la construccion del plasmido
pTWIN1-bRPuL14 que contiene al gen RP uL14.

Graphic Summary Alignments Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download v Select columns *  Show (2}
select all 2 sequences sefected GenPept  Graphics
ey - Max | Total CQuery E Per. Acc
Descript Scientific H
. i Score | Score Cover value | Ident | Len Accession
-
502 ribosomal protein L14 [Lacliplantibaci Lacliplantibacillus 389 389 10%  0.003 100.00% 122 WP Q036412571
508 ribosornal protein L14 [L plantarum] Lactiplantibacillus plantarum 385 385 10%  0.003 100.00% 122 WP 251340687.1
Graphic Summary Alignments Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download *  Select columns ~ Show (2]
sequences selecte I
selectall 1 lected GenPept  Graphics
Max Total Query E Per. ACC.
ific b
Descrlpuon S i liame Score Score Cover |value  Idemt | Len Accessiol
v - - -
503 ribosomal protein (14 [Lactiplantibacilius actiplantibaciilus 389 389 10% 2e-04 100.00% 122 WP 0036412571

Figura 22. Resultado de BLASTx en la base de datos NCBI para el gen RP uL14 para la cepa

Lacp. paraplantarum.

7.5 Efecto de RP uL14 en la produccién de ROS.

Para determinar los niveles intracelulares de ROS producidos por los microorganismos objetivo
bajo la influencia de sp-RP uL14 con actividad antimicrobiana, se utilizé el reactivo fluorogénico
permeable a las células DCFH-DA. Este reactivo es absorbido por las células, donde una
esterasa celular elimina los grupos acetilo, resultando en diclorodihidrofluoresceina (DCFH). La
oxidacion de DCFH por ROS convierte la molécula en diclorofluoresceina (DCF), que emite
fluorescencia verde con una longitud de onda de excitacion de 488 nm y una longitud de onda
de emisién de 525 nm (Kim y Xue, 2020).

En la Figura 23, las unidades relativas de fluorescencia (RFU) representan la intensidad de

fluorescencia emitida por DCF debido a la oxidacion de DCFH por las ROS presentes
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intracelularmente en las células bacterianas de S. aureus, S. Typhi, L. monocytogenes, E. coli,
E. faecium y E. faecalis a las 0, 18 y 24 h de su crecimiento. En todas las células tratadas con
sp-RP uL14, se observé un aumento significativo en RFU, superando las 24,000 RFU a las 18
y 24 h. Esto indica un incremento en los niveles de ROS intracelular en comparacién con el
blanco, que mostr6 aproximadamente 20,000 RFU y no fue tratado con sp-RP uL14 ni con H2O5.
En relacion con el control positivo, donde el H,O2 actiia como inductor intracelular de ROS (Yang
et al., 2021), las células tratadas con sp-RP uL14 mostraron valores de RFU similares al control
positivo, con méas de 30,000 RFU, a excepcion fue E. faecium, que presento valores de RFU
entre 20,000 y 30,000 RFU. Ademas, a las 24 h de tratamiento con sp-RP uL14, las células
bacterianas presentaron mayores valores de RFU en comparacion con las 18 h, lo que indica
una mayor cantidad de ROS intracelulares a las 24 h. Esto sugiere que a las 24 h existe un
desequilibrio entre la cantidad de ROS y la primera linea de defensa antioxidante, debido a la
ineficaz accién de las enzimas antioxidantes (superéxido dismutasa, catalasas y peroxidasas),
provocando asi un mayor estrés oxidativo en las células (De Castro et al., 2013).

En los dltimos afios, diversos estudios han identificado proteinas ribosomales con actividad
antimicrobiana. Sin embargo, ain no esta claro el mecanismo de accién antimicrobiano de estas
proteinas. Las hipotesis actuales sugieren que las proteinas ribosomales o sus fragmentos
podrian inducir la produccién de ROS, lo que tendria un efecto nocivo sobre el ADN, ARN,
lipidos o proteinas del microorganismo objetivo. Esto podria afectar la integridad de la
membrana celular mediante la alteracion de la distribucion normal de los lipidos de la bicapa

lipidica, formando poros y causando la muerte celular (Hurtado-Rios et al., 2022).

Este mecanismo ha sido reportado en proteinas ribosomales con actividad antimicrobiana como
RP uS15 y RP eL30 producidas por el anfibio Branchiostoma japonicum. Baozhen y
colaboradores (2020) mencionan un incremento de ROS intracelulares en células de E. coli, S.
aureus, Aeromonas hydrophila y Bacillus subtilis debido a RP uS15, lo cual coincide con los
resultados obtenidos en el presente estudio en cuanto a la induccién de ROS intracelulares por
la proteina ribosomal con actividad antimicrobiana, sp-RP uL14, en las células de S. aureus y
E. coli (Figura 24 A y F). De manera similar, Chen y colaboradores (2021) reportaron un
incremento de ROS intracelulares en células de S. aureus y A. hydrophila debido a RP eL30,
con una intensidad de fluorescencia entre 30,000 y 40,000 RFU, resultados que son
comparables a los obtenidos en el presente trabajo en células de S. aureus tratadas con sp-RP
uL14 (Figura 24 A).
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Figura 23. Efecto de sp-RP uL14 en los niveles intracelulares de S. aureus (A), L.
monocytogenes (B), E. faecium (C), E. faecalis (D), S. Typhi (E) y E. coli (F). Control positivo,
bacterias inoculadas con H»O, a 500 uM. Blanco, bacterias no fueron expuestas a sp-RP

uL14 ni a H20.. Las barras verticales representan el SEM. Letras desiguales indican que hay

diferencia significativa.

Cabe destacar que el presente estudio es el primero en mostrar el efecto de una proteina

ribosomal (sp-RP uL14) producida por una BAL en la induccién de ROS en células de

importancia en la industria alimenticia y farmacéutica, como S. aureus, L. monocytogenes,

E. coli, E. faecium, E. faecalis y S. Typhi. Debido a que solamente existen reportes de

algunas proteinas ribosomales con actividad antimicrobiana provenientes de BAL, pero sin

mostrar su induccion en las ROS intracelulares. Por ejemplo, se ha demostrado la actividad

antimicrobiana de la RP bL36 producida por P. acidilactici (Garcia-Cano et al., 2019).

Recientemente, se reportd la secuencia de una proteina ribosomal de la subunidad

pequenia (30S) producida por Lactiplantibacillus spp. (Tiwari et al.,, 2024). Como se
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menciond anteriormente, el aumento en los niveles de ROS intracelulares podria llevar a la
muerte de estas células. Por lo tanto, estas proteinas ribosomales inductoras de ROS
podrian ofrecer una solucidn al creciente problema de la resistencia a los antibiéticos a nivel
mundial (Hurtado-Rios et al., 2022).
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8. CONCLUSIONES

Los resultados sugieren que Lacp. paraplanatrum produce dos proteinas antimicrobianas
identificadas como N-acetiimuramidasa y RP uL14. La expresién de genes relacionados con la
actividad antimicrobiana se ve favorecida por la disponibilidad de nutrientes en el medio de
cultivo, especificamente nitrégeno y carbono, respectivamente. Se logré la construccién de un
plasmido pTWIN1-bRPuL14 para la expresion heterdloga del gen RP ulL14, lo que permitio la
obtencion de cepas de E. coli TOP10 transformantes que expresan este gen. La proteina RP
uL14, ademas, tiene la capacidad de estimular la produccién de ROS en microorganismos
patégenos, contribuyendo a su muerte celular. Estos hallazgos proporcionan una base para
futuras investigaciones sobre su mecanismo de accién antimicrobiano y su potencial aplicacion

en la lucha contra patdgenos.
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9. PERSPECTIVAS

¢ Identificar los genes involucrados en la regulacién de la expresion de los genes mupG y
RPuL14 para examinar su actividad en diferentes concentraciones de carbono y
nitrégeno en el medio de cultivo. Esto es fundamental dado que el crecimiento de Lacp.
paraplantarum no muestra una relacién directa entre las variaciones en la concentracion
de carbono y nitrégeno y la expresion de estos genes.

e Realizar un analisis cinético de la actividad antimicrobiana de cada una de las proteinas
antimicrobianas para investigar posibles efectos sinérgicos entre ellas en la actividad
antimicrobiana generada por Lacp. paraplantarum.

e Llevar a cabo la sobreexpresion de la proteina RPuL14 en Escherichia coli BL21 y
purificarla en su forma nativa para realizar ensayos que permitan su caracterizacion
bioquimica y comprender su mecanismo de accién antimicrobiana.

e Enuna fase inicial, llevar a cabo la caracterizacion fisicoquimica de la proteina RPuL 14,
incluyendo la evaluacibn de su espectro de inhibicion contra microorganismos
patégenos, alterantes en los alimentos y fitopatégenos, asi como su susceptibilidad a
proteasas, pH, estabilidad térmica y de almacenamiento. Posteriormente, realizar
ensayos clinicos para evaluar su potencial como nuevo agente antimicrobiano.

e Realizar cinéticas antimicrobianas de los microorganismos objetivo con la adicion de la
RP uL14, con el fin de corroborar que la muerte celular de los microorganismos es
debida al incremento de especies ROS inducido por dicha proteina.

e Llevar a cabo experimentos que demuestren si hay dafio en la membrana celular de los
microorganismos objetivo como resultado de la accién de las ROS producidas por la
adicion de la RP uL14.
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ANEXO A. Medios y soluciones para transformacion

E.coliTOP10.

e Medio LB (Luria Broth) para 1L a pH 7.0: 10.0 g peptona, 5.0 g extracto de levadura y
10.0 g NaCl.

e Buffer TB: 10 mM Pipes; 15 mM CaCl2; 250 mM KCI. Mezclar componentes y ajustar a
pH 6.7 con KOH (1 M) y esterilizar en autoclave. Después adicionar 55 mM MnCI2
previamente estéril.
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Abstract: Moonlighting proteins are those capable of performing more than one biochemical or
biophysical function within the same polypeptide chain. They have been a recent focus of research
due to their potential applications in the health, pharmacological, and nutritional sciences. Among
them, some ribosomal proteins involved in assembly and protein translation have also shown other
functionalities, including inhibiting infectious bacteria, viruses, parasites, fungi, and tumor cells.
Therefore, they may be considered antimicrobial peptides (AMPs). However, information regarding
the mechanism of action of ribosomal proteins as AMPs is not yet fully understood. Researchers have
suggested that the antimicrobial activity of ribosomal proteins may be associated with an increase in
intracellular reactive oxidative species (ROS) in target cells, which, in turn, could affect membrane
integrity and cause their inactivation and death. Moreover, the global overuse of antibiotics has
resulted in an increase in pathogenic bacteria resistant to common antibiotics. Therefore, AMPs such
as ribosomal proteins may have potential applications in the pharmaceutical and food industries in
the place of antibiotics. This article provides an overview of the potential roles of ribosomes and

AMP ribosomal proteins in conjunction with their potential applications.
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