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Introduccién. Los biosensores bacterianos son sobreexpresion de ninguna de estas proteinas al inducir

herramientas genéticas que permiten detectar un analito
objetivo, por ejemplo, moléculas producidas por
microorganismos patdgenos. Esto se logra gracias al
disefio de circuitos con piezas genéticas que conforman
al elemento sensible el cual reconoce al analito, y al
elemento transductor que genera una sefial de salida, por
ejemplo 6ptica®. Para generar un biosensor funcional, es
necesario que la célula huesped tenga la capacidad de
transcribir y traducir las proteinas de ambos elementos
correctamente.

Es por ello que el objetivo del presente trabajo es evaluar
la expresion de las proteinas AgrC, AgrA y mCherry que
conforman al elemento sensible y transductor de un
biosensor de Lactococcus lactis para la deteccion del
péptido AIP proveniente de Listeria monocytogenes (Lm).

Metodologia. L. lactis NZ3900 subsp. cremoris fue
utilizado para la produccion de las proteinas AgrC, AgrAy
mCherry (esta Gltima con y sin secuencia optimizada); se
utilizé el Sistema de Expresion Controlado por Nisina
(NICE) para la expresién de éstas. Una vez generadas las
construcciones pNisA-agrCA, pNisA-mCherry y pNisA-
mCherry_optimizado se corroborré la sintesis de los
transcritos de cada gen, se evalué el perfil proteico
mediante geles SDS-PAGE al 17% tefiidos con
Coomassie y  con la  construccion pNisA-
mCherry_optimizada se estandarizaron condiciones
adecuadas de concentracion de inductor (Nisina), pH y
tiempo de incubacion posterior a la induccion @.
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Fig.1. Piezas genéticas del biosensor de L. lactis. Biosensor completo
(1) y construcciones para evaluar la expresion de las proteinas AgrC,
AgrAy mCherry (2y 3).
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Resultados. Se comprob6 que los genes agrC, agrA y
mCherry con y sin optimizacion son reconocidos por la
maquinaria de L. lactis ya que a partir del mRNA y
mediante RT-PCR se obtuvieron amplificaciones de cada
gen (Fig. 2 A). L. lactis tiene la capacidad de reconocer
secuencias genéticas provenientes de bacterias como Lm
y llevar a cabo el proceso de transcripcion. Al evaluar el
perfil proteico mediante geles SDS-PAGE de las proteinas
AgrC, AgrA y mCherry no se logra percibir la
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con nisina a comparacion con la expresion de mCherry
optimizada la cual se expresa en todas las
concentraciones del inductor evaluado (Fig. 2B).

La proteina mCherry optimizada permitié estandarizar
pardmetros Optimos de expresibn de proteinas
heterdlogas en L. lactis, siendo éstos un rango de pH de
6-6.5, 16 h de incubacién posteriores a la induccion, y 80
ng/ mL de nisina como inductor (Fig. 2C).
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Fig. 2. A. PCR a partir de cDNA. B. Perfil proteico de proteinas
expresadas en L. lactis. C. Parametros 6ptimos para expresar mCherry.
Ctrl-: L. lactis silvestre. Nis 10, 40, 80, 200, 400: induccién con 10, 40,
80, 200 6 400 ng/uL de nisina. lacF: gen endégeno control. M: marcador
de peso molecular. SI: Sin inductor. pb: pares de bases. kDa: kiloDalton.
pH-: pH sin ajustar. pH+: pH ajustado=: proteina mCherry (26.7 kDa).

Conclusiones. En nuestro estudio es necesario realizar
andlisis mas finos para descartar una baja produccién de
proteinas con secuencia no optimizada. La optimizacién
de codones resulta una opcién viable para producir
proteinas de manera exitosa pero no asegura la ausencia
de problemas de plegamiento y solubilidad.
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