EXPRESION DE ABAECINA DE APIS MELLIFERA EN E. COLI BL21 (DE3) Y EVALUACION
DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA CONTRA B. SUBTILIS
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Introduccion. Los péptidos antimicrobianos (AMPS)
son componentes del sistema inmune innato humoral
de Apis mellifera (1), uno de ellos es la abaecina. Dicho
AMP presenta actividad contra bacterias Gram-
negativas y positivas, inhibiendo la biosintesis de
proteinas (2,3). En el presente estudio se busca
producir abaecina por medio de Escherichia coli
BL21(DE3) modificada genéticamente y evaluar su
efectividad para inhibir el crecimiento de Bacillus
subtilis.

El objetivo fue realizar una prueba de concepto respecto
a la inhibicibn que presentaria el AMP contra los
patégenos de Apis mellifera, Paenibacillus larvae y
Melissococcus plutonius en bldsqueda de una
alternativa a los antibidticos convencionales de uso
veterinario.

Metodologia. El gen codificante para el péptido
abaecina (NM_001011617) fue sintetizado por
Integrated DNA Technologies y subclonado en el vector
pSB1C3. Las células de E.coli BL21 (DE3) fueron
transformadas con el vector resultante por medio de
choque térmico y se realiz6 un gel de electroforesis para
evaluar la efectividad de la transformacion. Para
obtener expresion proteica se indujo la cepa
transformada con isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido
(IPTG) (4). Con extracto crudo de proteinas obtenido a
partir de choque térmico se realizaron pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana por dilucién en caldo
Luria-Bertani (LB); se trataron in6culos de 100uL de
Bacillus subtilis a una D.O.sco de 0.4, utilizando dos
concentraciones (29.74 y 148.7 ug/mL) de proteinas
totales de E.coli BL21 (DE3) transformada. Se empleé
un control de la bacteria Gram-positiva sin adicion
alguna y dos controles con adicién de extracto crudo de
proteinas de E.coli BL21 (DE3) no transformada en dos
concentraciones distintas (29.565 y 147.825 ug/mL).
Para evaluar la actividad antimicrobiana se midi6 la
D.O.s00 a las 3,6,9 y 21 horas después de la inoculacion.

Resultados. El gen codificante para el péptido
abaecina se subclond en el vector pSB1C3 y las células
E. coli BL21(DE3) se transformaron exitosamente. Lo
cual se comprobo en un gel de electroforesis donde se
compard el peso molecular del gen sintetizado, que

ligado al vector media 2442 pb, con la banda obtenida
en el gel.

La capacidad inhibitoria del péptido se evalud al realizar
la prueba de susceptibilidad antimicrobiana por dilucién

en caldo cuyos resultados se muestran en la tabla 1.
Tabla 1. Resultados de inhibicién de B. subtitlis por abaecina.
Lecturas hechas con un espectrofotémetro Ultravioleta-Visible.

Tiempo de [ Control de B, subtilis | BL21 (29,565 ug/mL) | Abaecina (29,74 pgimL) |
incubacién (horas) (D.0g00) {0.D.ge0) {0.D.5eq)

al 0,074 0.05| 0.022|

6 0.357 0.325 0.332|

0.537 0.502 0518

21 1.215 1.194 1.002|

Tiempo de | Control de B. subtilis | BL21(147.825 | Abaecina (148.7 pg/mL) |
incubacion (horas) | (D.0a0) | pgimL) (9.D.gs0) {0.0.49)

3 0.074 0.046] 0.034|

6 0.357 0.323 0.345|

9 0.537 0.467 0.418|

21| 1215 1,136 0.841|

A las 21 horas ambas concentraciones de abaecina
produjeron una disminucibn en la ODeoo en
comparacion con el control de E. coli BL21 (DE3) sin
transformar. Con la concentracion mas baja de
proteinas totales la ODsoo disminuyé en 16.08% y con
la concentracién mas alta disminuyé en 17.16%.
Conclusiones. Fue posible la expresion del péptido
antimicrobiano abaecina en E. coli BL21 (DE3) y
demostrar su capacidad inhibitoria contra la bacteria
Gram positiva B. subtilis. Se comprob6 asi, el posible
uso del AMP como alternativa ante los agentes
antimicrobianos de uso veterinario existentes.
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