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Introduccién. El descubrimiento de nuevas cepas
productoras de segundos metabolitos con actividad
antimicrobiana promete una solucién al problema de
resistencia a antibioticos, ya que es posible descubrir
nuevas alternativas de antimicrobianos. Dentro de
estos productos naturales se encuentran los
lantipéptidos, un tipo de RiPPs policiclicos que
contienen puentes tioéter denominados lantioninas,
gue en general han presentado actividad contra
algunas bacterias Gram positivas y negativas, al inhibir
la biosintesis de la pared celular y alterar la integridad
de la membrana mediante la formacion de poros.
Tipicamente el cluster para la sintesis de un
lantipéptido estd conformado por el gen lanA que
codifica para el péptido precursor y los genes lanB y
lanC que codifican para las enzimas que catalizan la
deshidratacién y la formacién de anillos tioéter,
respectivamente.

El objetivo del proyecto es clonar y expresar el
gen lanA que codifica para el péptido precursor de un
lantipéptido de clase | de la cepa Streptomyces
thermocarboxydus K155.

Metodologia. Se realiz6 un analisis bioinformatico del
cluster de genes biosintéticos correspondientes al
lantipéptido de clase | de S. thermocarboxydus K155,
para corroborar su funcion putativa mediante su
modelado y por alineamientos locales multiples de los
genes involucrados. El gen lanA fue optimizado para su
expresién en Escherichia coli y clonado en el vector de
expresion pRSFDuet-1 empleando los sitios de
restriccibon EcoRIl y Hindlll. La construccién se
transformé por electroporacion en las cepas de
expresion de E. coli (BL21 (DE3), pLysS y Rosetta) y
se realizarén ensayos de expresion variando el tiempo
de induccion (0 h, 1 h, 4 h y overnight) con IPTG 1mM.
Resultados. El andlisis bioinformatico con el programa
en linea anti-SMASH indic6 que la region 2 del genoma
de S. thermocarboxydus K155 produce un lantipéptido
de clase |. El cluster del metabolito esta formado por
los 3 genes biosintéticos lanA, lanB y lanC. Por
alineamiento con genes ortdlogos, se confirmdé la
conservacion de los aminoéacidos del sitio catalitico de
las enzimas LanB y LanC. Como primer paso para la
produccién heter6loga del lantipéptido de clase I, se
cloné el gen lanA que codifica para el péptido
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precursor. Para la clonacion y expresion del gen lanA
en E. coli, se sintetiz6 el gen con una optimizacion de
codones y se le agreg6 un sitio de corte de la proteasa
Furin para que después se pueda cortar el péptido
lider. Se decidié expresar el gen lanA usando el vector
pRSFDuet-1, que tiene dos sitios de clonacion. El gen
lanA se clond en el primer sitio de clonacion para su
expresion fusionado a un tallo de histidinas en su
extremo amino terminal. La construccion pRSFDuet-
1+lanA se transformé en las cepas de expresion de E.
coli BL21 (DE3), BL21-pLysS y Rosetta. Hasta el
momento se ha realizado el ensayo de expresion en la
cepa de E. coli BL21 (DE3) a una concentracién de
IPTG 1 mM con tiempos de inducciéon de 0, 1, 4,y 18
horas, a 37°C; sin embargo, no se ha identificado la
banda correspondiente a 6XHis-LanA en los ensayos
de western blot. Se realizara este mismo ensayo en las
cepas restantes.
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Fig. 1. Construccién pRSFDuet-1 + lanA.

Conclusiones. Se cloné el gen lanA optimizado para

E. coli en el vector de expresion pRSFDuet-1, sin

embargo, no se identificd su expresion en la cepa E.

coli BL21 (DE3).
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