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Resumen 

 

Expresión heteróloga de la proteína IFN-I del sistema inmune de 

Salmo salar en Bacillus megaterium 

 

La industria acuícola de salmónidos, como la del salmón del Atlántico o 

de la trucha arcoíris, constituye una de las principales actividades económicas 

de Chile. Sin embargo, en su puesta en marcha enfrenta desafíos técnicos y 

ambientales, incluyendo la aparición de enfermedades que se transmiten 

rápidamente dentro de las poblaciones de cultivo. La segunda causa de 

pérdidas por patología infecciosa es la Necrosis Pancreática Infecciosa, causada 

por el virus IPNv. Se ha descrito que la citoquina IFN-I induce una potente 

actividad antiviral contra IPNv. 

Para este trabajo de investigación, se propuso clonar IFN-I de la especie 

Salmo salar en Bacillus megaterium, una bacteria inocua capaz de producir 

grandes cantidades de proteína y que ha sido utilizada exitosamente en la 

industria biotecnológica. Para lo anterior, se diseñó un método de clonación 

clásico y se logró exitosamente la transformación de Escherichia coli con el 

vector de B. megaterium pSSBm110 con el gen de IFN-I como inserto 

(pSSBm110:IFN-I). Se probaron luego dos métodos de transformación para 

B. megaterium, uno de electroporación que no dio resultados cuantificables y 

otro de creación de protoplastos libres de pared capaces de absorber ADN 

exógeno. Sin embargo, a pesar de lograr la transformación y la clonación 

exitosa del vector pSSBm110:IFN-I en B. megaterium, no se logró la detección 

de la expresión de IFN-I recombinante, por lo cual serán necesarios nuevos 

intentos para lograr su uso como sistema de expresión para esta citoquina. 

  



 
 

Abstract 

 

Heterologous expression of the Salmo salar immunological protein 

IFN-I in Bacillus megaterium 

 

The salmonid aquaculture industry, such as the Atlantic salmon or the 

rainbow trout aquaculture, is one of the Chile’s main economic activities. 

However, this industry faces technical and environmental challenges, including 

the emergence of diseases which spread quickly through the fish populations. 

The infectious pancreatic necrosis, which is caused by the IPNv virus, is the 

second cause of fish losses related to an infectious disease. It has been 

described that the cytokine IFN-I induces a powerful antiviral response against 

IPNv. 

In this research, we proposed the cloning of IFN-I from Salmo salar in 

the harmless bacterium Bacillus megaterium, a species of high-yielding protein 

production, successfully used in the biotechnology industry. For this, a classic 

cloning method was used, obtaining transformed Escherichia coli cells with the 

B. megaterium pSSBm110 vector, and the IFN-I insert (pSSBm110:IFN-I). 

Then, two B. megaterium transformation methods were tested. The first one, 

an electroporation method, which did not offer quantifiable results. The second 

one, a method based on protoplast cells generation where foreign DNA was 

absorbed. Even though the transformation and cloning in B. megaterium were 

both successful, and verified through sequencing, the expression of the 

recombinant peptide was not detectable. Thus, new attempts will be necessary 

to use this expression system for this cytokine. 
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1. Introducción 

 

La industria de los salmónidos es una de las principales actividades 

económicas de Chile, alcanzando en 2016 una estimación de cosecha 

acumulada cercana a las 675,6 mil toneladas, entre salmón del Atlántico 

(Salmo salar), salmón del Pacífico o coho (Oncorhynchus kisutch) y trucha 

arcoíris (Oncorhynchus mykiss), desarrollándose principalmente entre las 

regiones de La Araucanía y Los Lagos (Bravo, Silva y Monti, 2012; 

Subsecretaria de Pesca y Acuicultura, 2017). La producción se divide en tres 

etapas: piscicultura, engorda y procesamiento. La primera ocurre en agua 

dulce y es donde se produce la fertilización externa y la incubación de las ovas. 

Luego, los peces juveniles, o alevines, pasan a agua de mar para el proceso de 

engorda, en donde se ubican en piscinas o granjas de profundidades de hasta 

50 metros (Bravo, Silva y Monti, 2012), para finalmente ser cosechados y 

procesados.  

El crecimiento de especies salmónidas en granjas permite obtener una 

gran cantidad de producto, pero a la vez, presenta el riesgo de generar 

pérdidas millonarias en caso de infección o enfermedad, entre otros riesgos 

asociados a la engorda en agua de mar, como ictiotoxicidad por agentes 

tóxicos o irritantes, hipoxia o daño mecánico a las agallas causados por 

afloramientos de microalgas, como Pseudochattonella spp., Chattonella spp. o 

Alexandrium spp. (Dorantes-Aranda y cols., 2015; Eckford-Soper y Daugbjerg, 

2016). En el caso de enfermedades infecciosas, dentro de los posibles 

contagios que afectan a estos peces se encuentra el virus de la Necrosis 

Pancreática Infecciosa (IPNv), el cual es la segunda causa de pérdidas por 

patología infecciosa después del Síndrome Ricketsial Salmonídeo (SRS) 

causado por la bacteria Pisciricketsia salmonis (Guy y cols., 2009; Servicio 

Nacional de Pesca y Acuicultura, 2013). 

El IPNv ataca principalmente a salmónidos jóvenes, en etapas de alto 

estrés donde el sistema inmune se encuentra comprometido, tales como la 

primera alimentación en agua fresca o la transferencia de éstos a las granjas 
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en el mar (Ronneseth, Teien y Wergeland, 2013; Mweemba, Mutoloki y 

Evensen, 2014). Además, el IPNv presenta una virulencia variable dependiente 

del serotipo, el grado de infección, la edad del pez, y la temperatura del agua 

(Damsgard, Mortensen y Someer, 1998). Los peces que sobreviven a la 

enfermedad, y los infectados después de los 6 meses de vida, se convierten en 

portadores asintomáticos, lo cual representa un gran riesgo para la 

salmonicultura debido a que las heces y orina de estos salmones contienen 

altas cantidades del virus, generando un entorno infeccioso (Ortega y 

Enríquez, 2007; Mweemba, Mutoloki y Evensen, 2014), además que el virus 

puede ser traspasado de una generación a otra (Cuesta y cols., 2010). 

Por lo tanto, el IPNv es capaz de generar una infección persistente en los 

peces sobrevivientes, en la cual el patógeno permanece presente sin causar un 

cuadro clínico. Este efecto parece estar asociado a la modulación de la 

expresión de las citoquinas antiinflamatorias del hospedero, las cuales pueden 

ayudar a establecer una infección crónica (Reyes y cols., 2012). 

Estructuralmente, IPNv es un birnavirus acuático sin envoltura, de 

cápside icosaédrica de aproximadamente 60 nm de diámetro, con dos 

segmentos de ARN de doble cadena (Damsgard, Mortensen y Someer, 1998). 

El segmento más largo, denominado A, codifica una poliproteína conformada 

por las proteínas VP2 (cápside), VP3 y VP4 (proteasa), y para una proteína no 

estructural, VP5. El otro segmento, denominado B, codifica una ARN 

polimerasa dependiente de ARN denominada VP1 (Munang'andu y cols., 2012; 

Mweemba, Mutoloki y Evensen, 2014). La cápside icosaédrica se compone de 

260 trímeros de VP2. A su vez, VP3 forma un complejo ribonucleoproteico con 

el ARN genómico. VP5, por otro lado, se expresa en un marco de lectura 

abierto alternativo (Hulo y cols., 2011).  
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La patogenicidad y virulencia se relacionan con la capacidad del IPNv de 

afectar la señalización celular, activando o inhibiendo vías y genes que 

favorecen la replicación o afectan los mecanismos de defensa. Se ha 

determinado que la proteína VP2 es la determinante de la virulencia y se 

asocia con la secuencia de determinados residuos en su dominio variable 

central (Collet, 2014). Además, se ha descrito que, en el caso de 

sobrevivientes, el IPNv puede ser aislado de macrófagos recogidos de 

salmones infectados; en este caso, la inhibición de la apoptosis es mediada por 

la expresión de VP5, lo que permite que el virus resida en el macrófago como 

parte de su estrategia de evasión y propagación (Ortega y Enríquez, 2007). 

El tratamiento actual contra el IPNv ha demostrado altos niveles de 

supervivencia en pruebas experimentales y de campo; sin embargo, bajo 

condiciones de crianza este virus sigue causando una mortalidad considerable 

(Ronneseth, Teien y Wergeland, 2013). Este tratamiento consiste en la 

aplicación de vacunas con partículas virales completas inactivadas o 

subunidades recombinantes (Munang'andu, y cols. 2012; Ronneseth, Teien y 

Wergeland, 2013), las cuales inducen una pobre respuesta de células T 

(Ronneseth, Teien y Wergeland 2013). 

En el sistema inmune, las células inmunológicas se comunican a través 

de un conjunto de proteínas llamadas citoquinas, las cuales tienen como 

objetivo la señalización de las funciones del tejido inmune, como el 

crecimiento, diferenciación y activación; la regulación de los distintos procesos 

inmunes, como la respuesta innata; y la producción de anticuerpos (Reyes-

Cerpa y cols., 2012). Los interferones (IFN) son citoquinas inducidas en 

respuesta a infecciones virales. En mamíferos, los interferones están 

involucrados en la mediación de la resistencia celular contra virus patógenos y 

modulan sistemas de respuesta innata y adaptativa (Ellis, 2001). Se ha 

clasificado a los interferones en dos grupos principales, tipo I y tipo II (Savan y 

Sakai, 2006). Los del tipo I incluyen a IFNα e IFNβ, inducidos por virus en la 

mayoría de las células. Los de tipo II corresponden a IFNγ y son expresados en 
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células NK y linfocitos T en respuesta a IL-2, IL-18, mitógenos y antígenos 

(Samuel, 2001). 

Si bien aún no se han descrito todos los componentes del sistema 

inmune de los peces, genes clave de mamíferos tienen sus homólogos en 

diversas especies de peces teleósteos, sugiriendo que el sistema inmune de 

estos comparte características con el de los vertebrados superiores en lo que a 

estos componentes se refiere (Robertsen y cols., 2003; Reyes-Cerpa 

y cols., 2012). Entre las citoquinas identificadas en peces y que son homólogas 

a las presentes en mamíferos cabe mencionar a TNAα, IL-1β, IL-6 e IFN 

(Whyte, 2007; Secombes, Wang y Bird, 2011; Wang y cols., 2011). En trucha 

arcoiris (Oncorhynchus mykiss) se han descrito al menos tres interferones de 

tipo I (Zou y cols., 2007), mientras que en salmón atlántico (Salmo salar) se 

han descrito dos, IFNα1 y IFNα2, incluyendo secuencias, estructuras de los 

genes, promotores y actividad antiviral (Robertsen y cols., 2003; Bergan y 

cols., 2006; Kileng, Brundtland y Robertsen, 2007; Rokenes, Larsen y 

Robertsen, 2007). Ambas proteínas, IFNα1 y IFNα2, expresan un precursor de 

IFN-I de 195 aminoácidos, compartiendo 95% de identidad a nivel de 

secuencia aminoacídica. 

Se ha descrito que el IFN-I proveniente de la especie Salmo salar puede 

inducir una potente respuesta inmune antiviral contra el IPNv in vitro 

(Robertsen y cols., 2003), por lo que se ha propuesto el uso de la bacteria 

Bacillus megaterium para su expresión y producción. Este organismo 

corresponde a una bacteria Gram-positivo aeróbica formadora de esporas; 

ampliamente distribuida y que se ha aislado desde distintos hábitats: suelo, 

agua de mar, sedimento, granos de arroz, miel, pescado y comida 

deshidratada (Vary, Biendendieck y cols., 2007). Su nombre significa “gran 

bestia” debido a su tamaño (de 4 µm de largo por 1,5 µm de diámetro), lo que 

la hace una de las bacterias más grandes descritas (Bunk, Schulz y cols., 

2010). Ha sido un organismo modelo para el estudio de la biosíntesis de pared 

celular, la formación de membrana citoplasmática y el proceso de esporulación, 

entre otros (Vary, 1992). 
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Bacillus megaterium sintetiza una gran cantidad de proteínas, lo cual ha 

llamado la atención de la industria biotecnológica (Bunk, Biedendieck y cols., 

2009). Además de su tamaño y capacidad de crecimiento en sustratos de bajo 

costo, se debe mencionar que no es patógena y por ser Gram-positivo carece 

de endotoxinas (Vary, 1994). Se ha usado exitosamente en la producción de 

proteínas de interés para la industria farmacéutica, clínica y agroquímica 

(Vary, 1992; Vary, 1994; Bunk, Biedendieck y cols., 2009), entre las que se 

puede mencionar amilasas (Metz y cols., 1988; Takasaki, 1989; Vihinen y 

Mantsala, 1989; Hebeda, Styrlun y Teague, 1998), penicilina amidasa (Suga y 

cols., 1990; Martin y cols., 1995; Yang y cols., 2006) y vitamina B12 (Wolf y 

Brey, 1986; Raux y cols., 1998; Biedendieck, Malten y cols., 2010; Moore y 

cols., 2014). A pesar de sus características, su uso en inmunología es reciente, 

con la expresión, escalamiento y producción de fragmentos de anticuerpos 

recombinantes (Jordan, Hust y cols., 2007; Jordan, Al-Halabi y cols., 2009; 

David, Westphal y cols., 2010; David, Steinwand y cols., 2011). Los 

fragmentos producidos por Bacillus megaterium mostraron una mayor 

actividad específica comparada con los producidos en Escherichia coli (Jordan, 

Hust y cols., 2007). Sin embargo, a pesar de su éxito como sistema de 

expresión de proteínas del sistema inmune, hasta la fecha no se han 

expresado en esta bacteria citoquinas recombinantes. 

Para una expresión controlada de proteínas heterólogas, se pueden usar 

inductores. En 1991, se identificó un promotor inducido por xilosa en el 

genoma de Bacillus megaterium (Biedendieck, Gamer y cols., 2007). Este 

sistema consiste en un promotor fuerte que es controlado por la proteína 

represora XylR (Rygus y Hillen, 1991; Rygus, Scheler y cols., 1991). En 

ausencia de xilosa, los genes que son controlados por este promotor están 

reprimidos por XylR, mientras que en presencia de este azúcar el represor XylR 

pierde afinidad por el promotor, incrementado la expresión (Rygus, Scheler y 

cols., 1991). El uso de este sistema promotor localizado en plasmidios de 

replicación libre para la expresión de genes recombinantes en B. megaterium 

han logrado una expresión de hasta 350 veces los niveles de expresión basales 

cuando se adiciona xilosa al medio. A partir de este momento, este sistema se 
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utilizó para la producción intra y extracelular de diversas proteínas 

heterólogas, tanto procariotas como eucariotas (Biedendieck, Gamer y cols., 

2007; Biedendieck, Yang y cols., 2007). Este mismo procedimiento de 

inducción por xilosa se pretende utilizar en esta investigación para la expresión 

de la citoquina IFN-I. 

Complementando la inducción por xilosa, se han construido vectores con 

diversos péptidos líderes. Como parte del sistema de expresión a usar, en este 

trabajo se utilizará la señal de exportación SPLipA, un péptido señal de 28 

aminoácidos perteneciente a la lipasa extracelular de Bacillus megaterium 

codificada en el gen lipA (Ruiz y cols., 2002). Esta señal de exportación se ha 

usado para la creación de plasmidios de expresión con promotor inducible por 

xilosa, dando lugar a proteínas de fusión capaces de secretarse al medio donde 

crece Bacillus megaterium en concentraciones de hasta 1 mg/L (Malten y cols., 

2006). El sistema de inducción por xilosa y la señal del péptido SPLipA se 

encuentran contenidos en los vectores de expresión pSSBm110 y pSSBm101, 

éste último utilizado exitosamente en la expresión de una hidrolasa de 28,2 

kDa de la bacteria Thermobifida fusca (Yang y cols., 2007). 

En estudios previos a esta investigación, se ha utilizado la bacteria 

Lactoccocus lactis para expresar la proteína IFN. El uso de este microrganismo 

se relaciona con su amplia distribución debido a su domesticación y uso en la 

industria láctea (Cavanagh, Fitzgerald y McAuliffe, 2015). La bacteria 

Lactoccocus lactis es un organismo Gram-positivo, que no esporula y es 

principalmente anaeróbico. Se ha utilizado por miles de años en la producción 

de lácteos fermentados, contribuyendo al sabor, calidad, textura y seguridad 

de los alimentos, utilizando la formación de ácido láctico como subproducto de 

la fermentación de azúcares como vía principal para la inhibición de otras 

bacterias (Cavanagh, Fitzgerald y McAuliffe, 2015). 

Además del uso en la industria alimentaria anteriormente mencionado, 

las bacterias lácticas pueden ser utilizadas para la producción de vacunas y 

proteínas virales y eucarióticas. La propiedad de las bacterias lácticas de 

secretar proteínas recombinantes al medio de cultivo incrementa el valor de 
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estos microorganismos. Esto permite un desarrollo extenso de herramientas 

moleculares (Thakib y cols., 2014). De hecho, a la fecha se han construido 

varios vectores plasmidiales para Lactococcus lactis (Thakib y cols., 2014). Un 

ejemplo de estos usos es la inducción de interferones (IFN) e interleucina 1 

(IL-1) generada en macrófagos murinos por un fosfopolisacárido producido por 

Lactococcus lactis (Kitazawa y cols., 1996). 

En esta memoria, se adaptaron partidores para amplificar la secuencia 

del plasmidio de Lactococcus lactis pNZ8148:IFNΔP1 previamente diseñado en 

nuestro laboratorio. En el diseño de partidores se consideraron extremos que 

incluían sitios de restricción para enzimas BamHI y SphI. Utilizando estos 

partidores, se ha propuesto amplificar y purificar el gen de IFN-I con extremos 

que incluyan los sitios de restricción, para su posterior digestión con estas 

enzimas. Con esta información, se pretende producir IFN-I de Salmo salar 

recombinante utilizando como sistema productor la bacteria Bacillus 

megaterium y el vector pSSBm110 para Bacillus megaterium. De esta manera, 

la utilización en veterinaria piscícola de Bacillus megaterium para la producción 

de IFN-I, ya sea para la purificación a gran escala o para su administración 

directa a Salmo salar, podría servir para incrementar la respuesta contra virus, 

como IPNv. 
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2. Hipótesis 

 

“Bacillus megaterium DSM319 es un buen modelo de expresión heteróloga de 

la proteína IFN-I de Salmo salar” 

 

3. Objetivos 

 

3.1 Objetivo general 

Evaluar a Bacillus megaterium DSM319 como sistema de expresión 

heteróloga de IFN-I de Salmo salar. 

 

3.2 Objetivos específicos 

1. Clonar IFN-I de Salmo salar en el vector pSSBm110 para su expresión 

en Bacillus megaterium DSM319. 

2. Expresar en forma heteróloga la proteína IFN-I usando Bacillus 

megaterium DSM319. 
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4. Materiales y metodología 

 

4.1 Cepas bacterianas y plasmidios 

Desarrollado para esta memoria: 

Plasmidio pSSBm110:IFN-I 

 

Disponible previamente en laboratorio: 

Cepa bacteriana Escherichia coli MC1061 

Plasmidio pNZ8148:IFNΔP1, desarrollado desde vector comercial pNZ8148 

(MoBiTec GmbH, Goettingen, Alemania) 

 

Donación de Dra. Rebekka Biedendieck, Universidad Técnica de Braunschweig, 

Braunschweig, Alemania: 

Cepa bacteriana Bacillus megaterium DSM319 

Plasmidio pSSBm85 para expresión de GFP en B. megaterium 

Plasmidio pSSBm101 para expresión de hidrolasa de Thermofida fusca en B. 

megaterium 

Plasmidio pSSBm110, vector de expresión en B. megaterium 

 

4.2 Reactivos químicos 

Becton, Dickinson and Company, NJ, Estados Unidos: 

Agar Bacto™ 

Extracto de levadura Bacto™ 

Peptona Bacto™ 
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Bioline, Londrés, Reino Unido: 

Amortiguador Accuzyme 10x (Accubuffer 10x) 

Marcador de peso molecular de ADN de 1 kb, II HyperLadder™ 1 kb 

Lonza Inc, Allendale, NJ, Estados Unidos: 

Agarosa SeaKem® LE 

 

New England Biolabs, Ipswich, MA, Estados Unidos: 

Marcador de peso molecular de proteína: Prestained Protein Marker, Broad 

Range (7-175 kDa) 

 

Sigma-Aldrich Inc, St. Louis, MO, Estados Unidos: 

Medio antibiótico N°3 DIFCO (AB3) 

Polietilénglicol PM 6000 (PEG6000) 

 

Thermo Scientific Inc, Waltham, MA, Estados Unidos: 

Amortiguador Taq 10x con KCl 

Cloruro de magnesio en solución 20 mM 

Marcador de peso molecular para Western blot: Life Technologies BenchMark™ 

His-tagged Protein Standard 

Sustratos de quimioluminiscencia:  SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent 

Substrate 

 

United States Biological, MA, Estados Unidos: 

Sal de sodio de ampicilina 
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Hidrocloruro de tetraciclina 

 

Winkler Ltda, Santiago, Chile: 

Ácido acético glacial 

Ácido clorhídrico 37% 

Ácido maleico P.A. 

Acrilamida 30%, solución 29:1 Acrilamida:Bis-Acrilamida 

Albúmina de suero bovino (BSA) 

Amortiguador de carga de ADN 6x 

Bromuro de etidio 

Casaminoácidos Bacto™ DIFCO 

Cloruro de calcio dihidratado P.A., CaCl2 x 2H2O 

Cloruro de magnesio hexahidratado P.A., MgCl2 x 6H2O 

Cloruro de potasio P.A., KCl 

Cloruro de sodio P.A., NaCl 

dNTP: dATP, dGTP, dCTP, dTTP, cada uno 100 mM 

Dodecil sulfato de sodio (SDS) 

D-xilosa 

Etanol P.A. 

Etilendiaminotetraacetato disódico (EDTA) 0,5 M P.A. 

Fosfato de potasio monobásico P.A., KH2PO4 

Fosfato trisódico P.A., Na3PO4 

Glicerol P.A. 
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Glucosa grado Biología Molecular 

L-prolina 

Marcador de peso molecular de ADN de 100 bp (Ladder 100 bp) 

Marcador de peso molecular de ADN de 1000 bp (Ladder 1 kb) 

Metanol P.A. 

MOPS 10x, ácido 3-(N-morfolino)propanosulfónico, pH 7,0 

N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina P.A. (TEMED) 

PBS 10x, amortiguador fosfato salino 

Persulfato de amonio P.A. 

Reactivo de Bradford 

Sacarosa grado Biología Molecular 

Sulfato de magnesio P.A., MgSO4 

Sulfato de potasio P.A., K2SO4 

TAE 50x, amortiguador Tris, ácido acético y EDTA. Concentración final Tris 40 

mM, ácido acético 20 mM, EDTA 1 mM, pH 8,3 

Tricina P.A. 

Tris base grado Biología Molecular 

Tween 20 grado Biología Molecular 

 

4.3 Enzimas y anticuerpos 

Abcam PLC, MA, Estados Unidos: 

Anticuerpo primario: Rabbit Polyclonal Anti -6X His tag® antibody-ChIP Grade 
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Bioline, Londrés, Reino Unido: 

ADN Polimerasa Accuzyme: Accuzyme™ DNA Polymerase 

 

Leinco Technologies, MO, Estados Unidos: 

Anticuerpo secundario: Goat Anti-Rabbit Peroxidase Conjugated Antibody 

 

New England Biolabs, Ipswich, MA, Estados Unidos: 

Enzima de restricción BamHI 

Enzima de restricción EcoRI 

Enzima de restricción SphI  

Ligasa T4: T4 DNA Ligase 

Lisozima 

 

Thermo Scientific Inc, Waltham, MA, Estados Unidos: 

ADN Polimerasa Taq 

 

4.4 Fungibles y sistemas comerciales 

Advanced Microdevices Pvt, Ltd., Ambala Cantonment, India: 

Membrana de nitrocelulosa de poro de 0,22 nm: Nitrocellulose Membrane 

Type-SCN 

 

Favorgen Biotech Corp, Taiwán, República de China: 

Sistema comercial de extracción de plasmidios: FavorPrep Plasmid DNA 

Extraction Mini Kit 
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Sistema comercial de purificación de ADN: FavorPrep GEL/PCR Purification Mini 

Kit 

 

Merck Millipore, MA, Estados Unidos: 

Membrana de diálisis: MF-Millipore™ Filter VCWP 

 

4.5 Soluciones y amortiguadores 

Amortiguador ánodo: Tris 0,1 M, HCl 0,022 M, pH 8,9 

Amortiguador cátodo: Tris 0,1 M, Tricina 0,1 M, SDS 0,1%, pH 8,25 

Amortiguador concentrador: 0,125 M Tris, SDS 0,1%, pH 6,8 

Amortiguador de carga de proteínas 5x: Tris 0,2 M, SDS 12%, azul de 

bromofenol 0,4%, glicerol 40%, ß-mercaptoetanol 20% 

Amortiguador de corrida: Tris 0,02 M, glicina 0,2 M, SDS 0,1%, pH 8,3 

Amortiguador de gel: Tris 1 M, HCl 0,33 M, SDS 0,1%, pH 8,45 

Amortiguador de lisis de pared de B. megaterium: Na3PO4 100 mM, 5 mg/mL 

lisozima, 1 mL MgSO4 1 M, pH 6.5 

Amortiguador de transferencia: Tris 0,02 M, glicina 0,2 M, SDS 0,1%, metanol 

20% 

Amortiguador separador: Tris 0,374 M, 0,1% SDS, pH 8,8 

Ampicilina: Concentración final en medio y placa de 100 µg/mL 

CR5-top-agar: solución A: 51,5 g sacarosa, 3,25 g MOPS, 300 mg NaOH, 250 

mL; solución B: 2 g agar, 100 mg casaminoácidos, 5 g extracto levadura, 

142,5 mL; 8 x CR5-salts: 1,25 g K2SO4, 50 g MgCl2 x 6 H2O, 250 mg KH2PO4, 

11 g CaCl2, volumen final de 625 mL 
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CR5-top-agar: 1,25 mL solución A, 288 ul CR5-salts, 125 µL prolina 12%, 

125 µL glucosa 20%; solución B hervida, 713 µL CR5-top-agar 

dNTP mix: Mezcla de dNTPs con una concentración final 24 mM cada uno 

Glucosa 20%: 5 g glucosa, volumen final de 25 mL 

LB Agar: Medio LB con adición de agar a una concentración final de 1,5% 

Medio LB: 5 g peptona, 5 g extracto de levadura, 2,5 g cloruro de sodio, 

disueltos en 500 mL de agua destilada. Esterilizado a 121ºC durante 20 

minutos 

PBS: Dilución de amortiguador 10x en 1:10. Concentraciones finales: NaCl 

137 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1,8 mM 

PBS-Tween: Concentraciones finales: NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 

10 mM, KH2PO4 1,8 mM, Tween 20 1% 

Persulfato de amonio stock: Solución 10% persulfato de amonio 

Prolina 12%: 3 g L-prolina, volumen final de 25 mL 

Solución de desteñido: Metanol 15%, ácido acético 10% 

Solución de geles de agarosa: Solución 1% agarosa en amortiguador TAE 1x 

Solución de tinción: Metanol 50%, ácido acético 10%, azul de Coomassie 

0,25% 

Solución PEG-P: 20 g PEG6000, completar con SMM hasta 50 mL de volumen 

final 

Solución SMM: 1,16 g ácido maleico (40 mM), 800 mg NaOH (80 mM), 2,03 

MgCl2 x 6 H2O (40 mM), 85,58 g sacarosa (1 M), volumen final de 250 mL 

Solución SMMP: 2 x AB3, 2 x SMM 1:1 

Solución stock de BSA: Concentración final 10 mg/mL en PBS 

Solución stock de xilosa 1000x: Concentración final de 10 µg/mL en agua 

nanopura 
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Tetraciclina: Preparación de stock 10 mg/mL en etanol, esterilizado por 

filtración a 0,22 nm. Concentración final en medio y en placa de 10 µg/mL 

 

4.6 Equipos de laboratorio 

Agilent Technologies, CA, Estados Unidos: 

Termociclador: SureCycler 8800 Thermal Cycler 

 

Bio-Rad Laboratories, Inc, CA, Estados Unidos: 

Cámara de electroforesis para proteínas: Mini-PROTEAN Tetra Cell 

Cámara de electrotransferencia: Mini Trans-Blot 

Electroporador: MicroPulser™ Electroporator 

Fuente de poder: PowerPac Basic Power Supply 

 

BioTek Instruments Inc, VT, Estados Unidos: 

Lector de placas: Synergy™ HT 

 

Hettich Lab Technology, MA, Estados Unidos: 

Centrífuga de piso: Universal 320R Benchtop Centrifuge 

 

Labnet International, Inc, NJ, Estados Unidos: 

Cámara de electroforesis para ADN: ENDURO™ Gel XL Electrophoresis System 
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Sonics & Materials, Inc, CT, Estados Unidos: 

Sonicador: Vibra-Cell VCX130PB 

 

4.7 Software usado 

ApE: A plasmid Editor v.2.0.51, desarrollado por M. Wayne Davis. 2003-2016. 

(Disponible: http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/). 

BioLign: BioLign alignment and multiple contig editor v.4.0.6.2, desarrollado 

por Tom Hall. 2000-2005.  

(Disponible: http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.htmL/). 

Excel: Microsoft Excel 2007 v.12.0.4518.1014. Microsoft Office. 

 

4.8 Procedimientos de Biología Molecular  

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR): 

La reacción de PCR se realizó con el fin de amplificar el inserto deseado 

(gen IFN-I flanqueado para inserción en vector), utilizando la enzima de alta 

procesividad Accuzyme DNA Polymerase (Bioline, Reino Unido). La reacción se 

realizó siguiendo las recomendaciones del fabricante, en un volumen de 50 µL, 

usando 50 ng de ADN templado, 25 pmol/µL de cada partidor y 5 unidades de 

Accuzyme. El programa térmico consistió en una desnaturación inicial a 95°C 

durante 2 minutos y luego 35 ciclos de desnaturación a 95°C durante 

30 segundos, apareamiento con los partidores a 59,7°C durante 30 segundos, 

y elongación a 72°C durante 60 segundos. Al término de la reacción siguió una 

elongación final a 72°C durante 10 minutos. 
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Purificación de productos de PCR:  

Se utilizó el sistema comercial para purificación de ADN de Favorgen 

siguiendo las instrucciones del fabricante, con elución en paso final con 50 µL 

con agua libre de nucleasas en lugar de amortiguador de elución. 

 

Electroforesis de ADN: 

Todas las electroforesis para visualización de ADN se realizaron en geles 

de agarosa al 1% en amortiguador TAE a 100 V durante 40 minutos utilizando 

marcadores de 100 bp y 1 kb. 

 

Visualización de plasmidios en una etapa: 

Desde cultivo en placa, se resuspendieron colonias en 25 μL de EDTA 10 

mM. Posteriormente se añadieron 25 μL de una solución de lisis constituida por 

NaOH 0,2 M, SDS 0,5% y sacarosa 18,2%. Luego de agitar mediante vórtex 

durante 20 segundos, cada tubo se incubó a 75°C durante 5 minutos, dejando 

luego enfriar a temperatura ambiente. Luego se añadieron a cada tubo 3 μL de 

amortiguador constituido por KCl 4 M y amortiguador de carga de 

electroforesis de ADN 6X, en una relación 1:1. Se agitó nuevamente en vórtex 

durante 30 segundos y cada tubo se dejó enfriar 5 minutos en hielo; luego se 

centrifugaron en microfuga a 14000 rpm por 3 minutos. El sobrenadante luego 

pudo ser cargado en un gel de agarosa para su análisis por electroforesis de 

ADN, después de lo cual se pudieron distinguir presencia y peso molecular de 

los plasmidios. 

 

Extracción de plasmidios a pequeña escala: 

Para la extracción de plasmidios se utilizó el sistema comercial Favorgen 

según instrucciones del fabricante (Plasmid DNA Extraction Mini Kit, © 

Favorgen Biotech Corp). 

 



19 
 

Extracción de plasmidios a gran escala: 

Para lograr una mayor cantidad de plasmidios a partir de más cultivo, se 

centrifugaron cultivos saturados en tubos de 50 mL a 7000 rpm durante 10 

minutos. El precipitado obtenido de cada tubo se resuspendió en 2 mL de 

amortiguador de lisis, constituido por Tris-HCl pH 8 al 2,5%, EDTA 0,01 M y 

glucosa 5%, y tratado con con 4 mL de SDS/NaOH en frío, y luego con 3 mL 

de acetato de amonio 8 M. Se dejó reposar 30 minutos a -20°C y luego se 

centrifugó durante 30 minutos a 9000 rpm. El sobrenadante se traspasó a un 

nuevo tubo y se le agregaron 5,4 mL de isopropanol para la precipitación del 

ADN, dejando reposar durante 30 minutos más a -20°C y luego centrifugando 

por 30 minutos a 9000 rpm. El isopropanol se descartó y el precipitado se lavó, 

sin resuspender, con etanol 70% frío, centrifugando a 9000 rpm durante 30 

minutos. Una vez que se evaporó el etanol, se resuspendió el ADN con la 

solución 1 del sistema comercial Favorgen para extracción de plasmidios y se 

siguieron las instrucciones del fabricante tal y como en el punto anterior. 

 

Digestión con enzimas de restricción: 

Las digestiones con las enzimas de restricción BamHI y SphI se 

realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante, incubando las mezclas de 

reacción durante una hora a 37°C. Luego, se detuvieron las reacciones 

calentando las mezclas a 65°C u 80°C, dependiendo de la enzima de 

restricción utilizada.  

 

Ligación de los fragmentos de ADN: 

La ligación en cada caso se realizó con ligasa T4 siguiendo las 

instrucciones del fabricante utilizando una proporción molar 1:1 de ADN de 

vector digerido y ADN de inserto en un volumen final de 20 µL de reacción con 

2000 unidades enzimáticas. La reacción se realizó a 4°C durante toda la noche. 
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Diálisis de ADN plasmidial: 

Para cada ligación se dializaron gotas de 10 µL de muestra utilizando 

membranas de diálisis durante 1 hora sobre 20 mL de agua destilada. 

 

Reacción en cadena de la polimerasa de colonias (PCR de colonias): 

Para evaluar la presencia del inserto en colonias candidatas, se 

extrajeron 300 µL de cultivo bacteriano, centrifugado a 14000 rpm en 

microcentrífuga durante un minuto. El precipitado bacteriano se lavó con 500 

µL de PBS y se reprecipitó por centrifugación a 14000 rpm durante un minuto. 

El pellet se resuspendió en 40 µL de PBS y se incubó a 95°C durante 

5 minutos. Luego se centrifugó a 6000 x g durante 4 minutos. De la fracción 

soluble se utilizaron 2,5 µL como templado para la reacción de PCR. Para 

realizar este procedimiento a partir de placa, se tomó una colonia y se 

resuspendió en 40 µL de PBS, siguiendo el protocolo recién descrito. Para estas 

reacciones de PCR se utilizó la enzima Taq polimerasa, siguiendo 

recomendaciones del fabricante con 5 unidades de enzima en 50 µL totales por 

reacción. El programa utilizado para cada reacción consistió en la 

desnaturación inicial a 95°C durante 2 minutos, luego siguió la atapa de 

extensión con 35 ciclos de desnaturación a 95°C durante 30 segundos, 

apareamiento a 59,7°C durante 30 segundos y 60 segundos a 72°C en la 

etapa de elongación. Al término de los ciclos, se siguió una elongación a 72°C 

durante 5 minutos, para posteriormente mantener la mezcla de reacción a 

16°C. 

 

4.9 Procedimientos de Microbiología 

Condiciones de cultivo bacteriano: 

Bacillus megaterium se creció en condiciones aeróbicas, con agitación en 

medio LB líquido y con aireación en placa LB-agar, a 30°C o 37°C. Las cepas 
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se almacenaron en una solución de medio LB con glicerol al 50% a -80 ºC. Las 

mismas condiciones se utilizaron para Escherichia coli. 

 

Preparación de células electrocompetentes de Escherichia coli: 

Se prepararon bacterias electrocompetentes de Escherichia coli MC1061 

de la siguiente manera, se crecieron 5 mL de precultivo de E. coli en medio LB 

durante la noche, a 37°C con agitación. Se utilizó el precultivo para inocular 40 

mL de medio LB, el cual fue incubado con agitación a 37°C hasta alcanzar una 

OD600 = 0,5, luego de lo cual las células se centrifugaron en frío a 3000 x g a 

4°C durante 15 minutos. El precipitado de bacterias se resuspendió en 30 mL 

de una solución de glicerol 10% y se repitió la centrifugación a 3000 x g a 4°C 

durante 15 minutos. El proceso contó con dos lavados consecutivos más, 

donde se resuspendió el precipitado en glicerol 10% y se centrifugó a 3000 x g 

a 4°C durante 15 minutos cada vez. Finalmente, las células se resuspendieron 

en glicerol 10% y se almacenaron a -80°C en alícuotas de 500 µL. 

 

Transformación por electroporación de Escherichia coli: 

Para transformar E. coli se agregaron 100 ng de ADN plasmidial en las 

cubetas de electroporación, sobre las cuales se agregaron 40 µL de células 

electrocompetentes por carga. Estas recibieron una descarga eléctrica de 2,5 

kV y luego se recuperaron durante una hora en medio LB a 37°C con agitación. 

Al finalizar la hora, se sembraron sobre placas LB con antibiótico. Para la 

mayoría de los casos, se usó ampicilina como antibiótico selector.  

 

Preparación de protoplastos competentes de Bacillus megaterium: 

La obtención de Bacillus megaterium competentes para ser 

transformados requirió la eliminación de su pared celular, produciendo células 

esféricas sin pared o protoplastos capaces de ingresar ADN exógeno. Para 

esto, se utilizó el protocolo de Barg y cols. (2005), donde se inoculó 1 mL de 
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cultivo de B. megaterium incubado toda la noche a 37°C en condiciones de 

agitación en 50 mL de medio LB. Una vez que la densidad óptica alcanzó 

OD600=1, se centrifugó a 4500 x g durante 15 minutos. Posteriormente se 

resuspendió en 5 mL de amortiguador SMMP recientemente preparado y se 

agregaron 50 µL de 1 mg/mL de lisozima en amortiguador SMMP, dejándose 

incubar durante 60 minutos a 37°C. Este paso aseguró la remoción de pared 

celular. Luego se realizó una centrifugación lenta a 1300 x g durante 10 

minutos, tras lo cual se resuspendió en 5 mL de amortiguador SMMP, evitando 

movimientos bruscos debido a que los protoplastos son sensibles al estrés 

físico. Este paso se repitió nuevamente, desde la centrifugación hasta la 

resuspensión en SMMP, para utilizar los protoplastos inmediatamente en la 

transformación. También se resuspendieron en 15% v/v de glicerol frío en 

amortiguador SMMP para ser almacenados a -80°C para posterior uso. 

 

Transformación de Bacillus megaterium por absorción de ADN exógeno: 

Para la transformación se utilizó el protocolo sugerido en el Manual de 

MoBiTec “Bacillus megaterium Protein Production System” del año 2012 

(MoBiTec, 2012). Este protocolo consitió en combinar 500 µL de la suspensión 

de protoplastos y 3 a 5 µL de ADN plasmidial, en tubos de 15 mL para cada 

transformación, agregando a la mezcla 1,5 mL de PEG-P y dejando incubar por 

2 minutos. Luego, se debieron agregar 5 mL de amortiguador SMMP y mezclar 

girando los tubos suavemente, para luego centrifugar a 1300 x g durante 

10 minutos. El precipitado se resuspendió en 500 µL de amortiguador SMMP y 

se incubó durante 90 minutos a 37°C con agitación suave de no más de 100 

rpm. Paralelamente, se prepararon 2,5 mL de agar de cobertura CR5 por cada 

transformación y pasados los 90 minutos se agregaron las células al agar CR5; 

tras mezclar se vertieron sobre placas LB-agar que contenían antibiótico, en 

este caso tetraciclina, para dejar incubando durante toda la noche a 37°C. Las 

colonias crecieron dentro y bajo el agar CR5 y debieron ser pinchadas a través 

de este para su análisis. 
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Inducción de expresión a través de xilosa: 

Las bacterias se cultivaron en medio LB suplementado con 10 mg/L de 

tetraciclina a 37°C con agitación hasta alcanzar una OD600 entre 0,3 y 0,4. Se 

agregó xilosa al medio hasta una concentración final de 10 ng/mL (0,5% p/v) 

y se incubó con agitación fuerte durante 2 horas a 37°C hasta lograr una OD600 

de entre 4 y 8. 

 

Lisis celular: 

Una vez inducida la expresión proteica y alcanzada la OD indicada, se 

centrifugaron las células y se resuspendieron en 30 μL de amortiguador de lisis 

con lisozima. Se incubaron durante 30 minutos a 37°C en agitación y luego se 

sometieron a agitación por vórtex cada 10 minutos. Posteriormente se 

centrifugaron durante 30 minutos a 4°C y 13000 rpm para separar la fracción 

insoluble del sobrenadante (proteínas secretadas). Luego, se resuspendió la 

fracción insoluble en 500 µL de PBS y se sometió a ruptura por sonicación 

mediante 4 pulsos de 20 segundos alternando con 30 segundos en hielo. 

Luego, las muestras se centrifugaron a 20000 x g durante 10 minutos, 

separando el segundo sobrenadante (fracción citoplasmática) del resto de 

precipitado celular. 

 

4.10 Procedimientos de detección de proteínas 

Cuantificación de proteínas: 

Las proteínas presentes en los lisados celulares se cuantificaron usando 

5 µL de muestra con 200 µL de reactivo de Bradford en una placa de 96 

pocillos. Se incubaron durante 10 a 15 minutos a temperatura ambiente y se 

midió la absorbancia a 595 nm. La curva de calibración se preparó con BSA, 

con diluciones seriadas desde 10 mg/mL hasta 78 µg/mL. 
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Electroforesis de proteínas: 

Las muestras obtenidas luego de la lisis celular se mezclaron con el 

amortiguador de carga de proteínas 5x y se incubaron 5 minutos a 95°C. Se 

centrifugaron a 3000 x g durante 30 segundos y luego se cargaron en geles de 

acrilamida. El gel resolutivo fue elaborado al 12% p/v de acrilamida y el gel 

concentrador al 8% p/v de acrilamida. La electroforesis se efectuó con una 

corriente constante de 100 mA durante 90 minutos. 

 

Transferencia de proteínas: 

La transferencia de proteínas para el Western blot se realizó bajo 

condiciones de transferencia húmeda durante 120 minutos a 300 mA 

constantes, refrigerando el sistema de transferencia a 15 °C. Se utilizaron 

membranas de nitrocelulosa. 

 

Western blot: 

La membrana de nitrocelulosa se incubó en PBS-BSA 2% por 30 minutos 

a temperatura ambiente con agitación. Luego, se incubó la membrana con 

10 mL de PBS-BSA 2% con 5 μL del primer anticuerpo, en este caso anti-

HisTag (dilución 1/2000) durante toda la noche. Al día siguiente se realizaron 3 

lavados durante 5 minutos con PBS-Tween 20 al 0,1%, y luego se incubó la 

membrana con 10 mL de PBS-BSA 2% con 5 μL del segundo anticuerpo 

(dilución 1/2000) Goat anti-rabbit conjugado a HRP, por una hora a 

temperatura ambiente con agitación. Se lavó 3 veces con PBS-Tween 20 0,1%, 

y se reveló por quimioluminiscencia sobre una película fotográfica. 
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5. Resultados 

 

5.1 Construcción del vector 

El primer objetivo consistió en clonar el gen IFN-I en el vector 

pSSBm110 de expresión en Bacillus megaterium. El vector pSSBm110 

corresponde a un vector específico de B. megaterium. Para lograr el 

clonamiento se amplificó el gen de IFN-I a través de PCR a partir de un 

plasmidio que lo contenía, ya presente en el laboratorio donde se desarrolló 

esta memoria. Este plasmidio se denomina pNZ8148:IFNΔP1 y fue construido 

para la expresión de IFN-I en modelo bacteriano Gram-positivo de tipo ácido 

láctico y optimizado codogénicamente para Lactococcus lactis. La construcción 

pNZ8148:IFNΔP1 fue purificada desde un clon de Escherichia coli usado para 

mantención. Usando pNZ8148:IFNΔP1 como ADN de templado, se amplificó 

IFN-I utilizando los partidores IFNMegaFV y IFNMegaRV (Tabla I). Estos 

partidores se diseñaron para incluir sitios de restricción para BamHI y SphI en 

los flancos del amplicón de IFN-I. Paralelamente, se purificó el vector 

pSSBm110 desde una cepa de E. coli previamente transformada (Figura 1). 

 

Tabla I. Lista de partidores. 

Partidores Secuencia (5’  3’)  

IFNMegaFW GTC AGG TGT TGG ATC CTT ATG TAT ACA GTT CAA TCT TG 

IFNMegaRV TTA AGA CTT TGC ATG CCC ATA CAT TTG TGC AGC AAG AA 

Bm110FW TCC TTT GTT TAT CCA CCG AAC 

Bm110RV ACC GGT TAG TGA TGG TGA TG 

 

Se listan los partidores utilizados en esta memoria. Los dos primeros 

corresponden a los utilizados para clonar. Los dos segundos son partidores 
más externos utilizados para secuenciación. En negrita y cursiva se marcan las 

secuencias correspondientes a sitios de restricción para BamHI (GGATCC) y 
SphI (GCATGC), respectivamente. 
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Figura 1. Plasmidio recombinante pSSBm110:IFN-I. Mapas del vector 
pSSBm110 para B. megaterium y de la construcción pSSBm110:IFN-I 

correspondiente al vector pSSBm110 más el inserto que codifica para IFN-I. En 
los mapas se señalan los sitios de restricción de BamHI y SphI utilizados para 

clonar el inserto. La resistencia a ampicilina se utilizó como marcador de 
selección en E. coli, mientras que la resistencia a tetraciclina como marcador 
de selección en B. megaterium. 

 

El primer intento de amplificación resultó fallido, por lo cual, usando el 

mismo ADN de templado se realizó un PCR en gradiente para distintas 

temperaturas, obteniéndose un óptimo de amplificación cuando el 

apareamiento de los partidores se hizo a los 59,7°C. Con esta temperatura 

configurada en un programa térmico, se logró un amplicón de 540 pares de 

bases (Figura 2). 
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Figura 2. Temperatura óptima de amplificación de IFN-I. Evaluación de 
temperaturas de apareamiento para los partidores IFNMegaFW e IFNMegaRV 

para la amplificación de IFN-I. Los carriles corresponden a: Ld) Marcador de 
peso molecular de 1 kb. C-) Control negativo. A) 51,1°C B) 53,4°C C) 55,4°C 

D) 57,4°C E) 59,7°C. Se observa que el amplicón E a 59,7°C representa la 
temperatura óptima de amplificación de IFN-I. 

 

El amplicón se purificó y se trató con las enzimas de restricción 

señaladas. Paralelamente, se digirió pSSBm110 con las mismas enzimas. Tras 

ligar y dializar las muestras, se transformó en E. coli y luego se comprobó la 

presencia del inserto mediante PCR de colonias. La presencia del inserto se 

verificó utilizando los mismos partidores utilizados para amplificar IFN-I 

(Tabla I). Los resultados de PCR muestran que se logró la construcción de 

pSSBm110:IFN-I en varios clones de E. coli (Figura 3). Algunos clones 

positivos de E. coli se cultivaron con selección de ampicilina. Se aisló y purificó 

la construcción contenida en estos. 
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Figura 3. Clones de E. coli transformados positivos para IFN-I. 

Amplificaciones de 540 pares de bases del inserto IFN-I en distintos clones 
transformados de E. coli. Los carriles mostrados corresponden a los siguientes: 

Ld) Marcador de peso molecular de 1 kb. A), B), C), D) y E) Clones 1, 2, 3, 4 
y 5 de transformantes de E. coli que indican presencia de la construcción 
pSSBm110:IFN-I. F) Clon de E. coli que contiene pNZ8148:IFNΔP1 usado 

como control positivo. C-) Control negativo. 

 

Con el fin de verificar una correcta inserción de IFN-I en el vector, se 

realizó una digestión con EcoRI. Tanto el vector vacío como la construcción 

poseen dos sitios de restricción para EcoRI. Utilizando una herramienta 

informática (“Multiple Digestion” del software libre “A plasmid Editor v.2.0.51” 

desarrollado por M. Wayne Davis) se esperaba observar la aparición dos 

bandas por plasmidio digerido. La banda de menor tamaño corresponde a una 

banda de 2650 pb para el vector vacío y de 3169 pb para el vector con inserto. 

Los tres clones analizados por este método dieron positivos para la inserción 

(Figura 4). 
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Figura 4. Comprobación de la inserción mediante digestión con EcoRI. 

Panel superior. Digestión teórica con EcoRI utilizando la herramienta 

informática “Multiple Digestion” del software libre “ApE” (“A plasmid Editor 
v.2.0.51” desarrollado por M. Wayne Davis). 

Panel inferior. Digestión con EcoRI de plasmidios purificados de clones 1, 2 y 

3 de E. coli que poseen la construcción pSSBm110:IFN-I. Los carriles 
mostrados en el gel corresponden a lo siguiente: A) Vector vacío pSSBm110 
sin digerir. B) Plasmidio aislado desde clon 1 correspondiente a 

pSSBm110:IFN-I sin digerir. C) Digestión del vector pSSBm110 vacío. D), E) 
y F) Digestión de clones 1, 2 y 3 de transformantes de E. coli que poseen la 

construcción. Ld) Marcador de peso molecular de 10 kb. 
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5.2 Transformación de B. megaterium 

Se probaron dos métodos de transformación para B. megaterium. Dado 

que ya se manejaba adecuadamente la técnica de electroporación, 

estandarizada y aplicada con regularidad para transformación de E. coli y L. 

lactis, se buscó un protocolo de electroporación para B. megaterium. Para este 

protocolo, modificado de Moro, Sánchez y Serguera (1995), se utilizó un 

amortiguador de PEG6000 25% y sacarosa 0,05 M, y con pulsos de 3,0 kV y 

3,5 kV. Sin embargo, no se obtuvieron colonias transformantes ni con el vector 

vacío pSSBm110, ni con el control positivo de transformación pSSBm85 de 

expresión de GFP, seleccionadas en placas de LB con tetraciclina 10 μL/mL y 

en placas de LB con ampicilina 50 μL/mL. Se probó modificación del 

amortiguador a PEG6000 25% y sacarosa 0,1 M, sin resultados. También se 

ensayó en presencia de PEG6000 25% y sacarosa 0,05 M y 0,1 M, con 

obtención previa de protoplastos (Barg y cols., 2005), sin obtenerse colonias 

(Tabla II). 

 

Tabla II. Condiciones de electroporación. 

Condición Voltaje del pulso Colonias obtenidas 

Sacarosa 0,05 M 3,0 kV Sin recuento 

Sacarosa 0,05 M 3,5 kV Sin recuento 

Sacarosa 0,1 M 3,0 kV Sin recuento 

Sacarosa 0,1 M 3,5 kV Sin recuento 

Sacarosa 0,05 y protoplastos 3,0 kV Sin recuento 

Sacarosa 0,05 y protoplastos 3,5 kV Sin recuento 

Sacarosa 0,1 y protoplastos 3,0 kV Sin recuento 

Sacarosa 0,1 y protoplastos 3,5 kV Sin recuento 

 

Se presentan las condiciones de electroporación siguiendo protocolo modificado 
de Moro, Sánchez y Serguera (1995), utilizando tanto B. megaterium como 
protoplastos libres de pared. 
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Se buscó un nuevo protocolo y se estandarizó con modificaciones 

menores el protocolo de transformación de B. megaterium por absorción de 

ADN exógeno sugerido en el Manual de MoBiTec “Bacillus megaterium Protein 

Production System” (MoBiTec, 2012). Una vez estandarizado, se lograron 

colonias transformantes, tanto del control pSSBm85 que expresa GFP como de 

pSSBm110:IFN-I. Adicionalmente se obtuvieron transformantes para el vector 

vacío pSSBm110 y para pSSBm101, el cual es un control positivo de expresión 

de proteínas. Se realizó inducción de los transformantes de pSSBm85 para 

comprobar expresión de GFP, en placas LB-agar con tetraciclina 10 μL/mL y 

xilosa 0,5%. Las colonias expresaron GFP tornándose verdes y brillando al UV. 

Se realizó PCR de colonias a las colonias transformantes para pSSBm110 y 

para pSSBm110:IFN-I, obteniéndose clones positivos para el inserto (Figura 

5). 

Figura 5. Comprobación de inserto en B. megaterium transformantes. 
Amplificaciones de 540 pares de bases del inserto IFN-I en distintos clones 

transformados de B. megaterium. Los carriles mostrados corresponden a: C+) 
Control positivo correspondiente a plasmidio aislado de clon 2 de E. coli. C-) 

Control negativo. A), B), C), D), E) y F) Clones 1, 2, 3, 4 y 5 de 
transformantes de B. megaterium transformados con pSSBm110:IFN-I 
proveniente de clon 2 de E. coli. Ld) Marcador de peso molecular de 1 kb 

(HyperLadder™). 
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5.3 Secuenciación de la construcción 

Los clones positivos para el PCR se crecieron y se aisló de cada uno el 

plasmidio correspondiente a la construcción. Estos se enviaron a secuenciar 

con los partidores usados para clonar y posteriormente partidores más 

externos (Tabla I), a la empresa Macrogen, Inc., en la República de Corea. Se 

confirmó la clonación exitosa del inserto de IFN-I en el vector pSSBm110 de 

tres clones transformados, los cuales, una vez analizados y comparados con la 

secuencia modelo, presentaron una mutación de sustitución G>A en la posición 

nucleotídica 331 con respecto a la secuencia modelo de IFN-I (Figura 6.1), la 

cual genera una mutación no sinónima a nivel codogénico de E>K en la 

posición aminoacídica 111, manteniendo el marco de lectura (Figura 6.2). 

Para descartar la presencia de mutaciones en la región promotora 

durante la clonación, se alinearon y compararon las secuencias tanto de la caja 

-10 o caja Pribnow, como de la secuencia de unión a ribosoma Shine-Delgarno, 

correspondientes al promotor del péptido SPLipA (Figura 7). Para estas 

secuencias analizadas no se encontraron mutaciones. 
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Figura 6.1 Detección de mutación puntual de tipo sustitución. 
Visualización usando software libre “ApE” de secuencia modelo (secuencia 

superior) y secuencia clonada en el vector pSSBm110:IFN-I (secuencia 
inferior), donde se destaca la secuencia correspondiente al péptido señal 

SPLipA (en amarillo); la secuencia de “cola de histidina” o His-Tag (en azul); 
las secuencias de enzimas de restricción BamHI y SphI (en verde), 

respectivamente; y un mismatch mononucleotídico o mutación puntual de tipo 
sustitución, correspondiente a 331G>A (en rojo). 
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Figura 6.2 Comparación entre secuencia modelo traducida y secuencia 
clonada en vector pSSBm110:IFN-I. 

Panel superior. Visualización usando software libre “ApE” de secuencia 
modelo traducida. Se destaca el codón de posición 331 correspondiente a 
aminoácido 111 ácido glutámico (en rojo). Se indican también la marca 

HisTag (en azul) y secuencia correspondiente a SphI (en verde). 

Panel inferior. Visualización de secuencia clonada traducida, donde se 
destaca codón ubicado en posición 331 correspondiente a aminoácido 111 

lisina. Se observa luego una mutación no sinónima en 111E>K, con 
conservación del marco de lectura con respecto a la marca HisTag y codón de 
término (en azul). 
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Figura 7. Alineamiento de secuencias promotoras de SPLipA. 
Visualización usando el software libre “BioLign” (“BioLign alignment and 
multiple contig editor v.4.0.6.2” desarrollado por Tom Hall), donde se 

comparan las secuencias de la región promotora de SPLipA entre el vector 
pSSBm110 vacío y tres clones secuenciados, positivos para el inserto IFN-I río 

abajo. Se muestra la secuencia consenso TATGAT correspondiente a la caja 
Pribnow de B. megaterium (en azul). Se muestra la secuencia de Shine-

Delgarno de unión a ribosoma AGGAGG (en naranja). 

 

 

5.4 Expresión de IFN-I 

Para medir la expresión de IFN-I se cultivaron los clones confirmados 

por secuenciación en matraces de 500 mL y se indujeron con xilosa 0,5% 

según como se describe en la sección Materiales y Metodología (Sección 4.6). 

Se centrifugó y se separó el sobrenadante, luego se lisaron los cultivos por 

sonicación y se realizó la centrifugación para recuperar la fracción 

citoplasmática, de las cuales se realizaron análisis por separado. Se resolvieron 

mediante SDS-Page en geles de poliacrilamida, los que fueron posteriormente 

analizados con tinción con azul de Coomassie y con Western blot utilizando un 

anticuerpo anti-HisTag. No se logró detectar la presencia de la proteína de 

26,1 kDa ni con dot blot ni con Western blot, aun cuando la marca de histidina 

sí fue reconocida por el anticuerpo en los controles positivos (Figura 8, panel 

inferior). Sin embargo, no se debe descartar su expresión, puesto que en el 

gel teñido con Coomassie se pueden detectar cambios de expresión y bandas 

tenues que pueden corresponden a IFN-I (Figura 8, panel superior). 
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Figura 8. Detección de IFN-I en lisados de B. megaterium. 

Panel superior. Tinción con azul de Coomassie de gel de poliacrilamida con 
fracciones provenientes de lisis celular de clones de B. megaterium 
transformados con pSSBm110:IFN-I. 

Panel inferior. Película radiográfica de Western blot revelado por 

quimioluminiscencia correspondiente a fracciones provenientes de lisis celular 
de clones de B. megaterium transformados con pSSBm110:IFN-I, utilizando 

anticuerpo anti-HisTag. 

A) Control de 28,2 kDa expresado desde plasmidio pSSBm101 con marca de 
histidina. B) Fracción citoplasmática de B. megaterium transformado con 

vector vacío pSSBm110. C) y D) Fracción citoplasmática de clones 3 y 4 de 
B. megaterium transformados con pSSBm110:IFN-I. E) Sobrenadante 
extracelular de B. megaterium transformado con vector vacío pSSBm110. F) y 

G) Sobrenadante extracelular de clones 3 y 4 de B. megaterium transformados 
con pSSBm110:IFN-I. 
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6. Discusión 

 

6.1 Protocolo de electroporación de B. megaterium 

Para la transformación de Bacillus megaterium se probó un protocolo de 

electroporación desarrollado por Moro, Sánchez y Serguera (1995), quienes a 

su vez, se basaron en un protocolo de electroporación para Bacillus cereus 

(Belliveau y Trevors, 1989). No obstante, con su protocolo lograron obtener un 

máximo de 5,8 x 103 ufc/µg de ADN usando pulsos de hasta 1,5 kV. 

Para la transformación de Moro, y cols. se utilizaron células intactas de 

B. megaterium, mientras que para esta memoria se usaron tanto células 

intactas como protoplastos previamente tratados para perder su pared. Dado 

que Moro, y cols. lograron obtener células transformantes y para esta memoria 

esto no se logró (Tabla II), y considerando que el protocolo de 

electroporación de B. cereus de Belliveau y Trevors tampoco implicó remoción 

de pared (Belliveau y Trevors, 1989), se descarta la estructura celular externa 

de B. megaterium como impedimento para lograr una electroporación exitosa. 

Se podría razonar, además, que los protoplastos libres de pared de B. 

megaterium son más vulnerables ante el estrés del pulso eléctrico de la 

electroporación y que, a pesar de ser transformados, su sobrevida sería casi 

nula. 

Por otro lado, el protocolo usado por Moro, y cols. implicó transformar 

con el vector pWH1510, de 11,4 kb. El vector con la construcción usado para 

esta memoria posee 7,1 kb (Figura 1). Ambos vectores poseen genes que 

confieren resistencia a tetraciclina y a ampicilina. Dado que la transformación 

de Moro, y cols. fue posible usando un vector con estas características, se 

descarta que haya sido el vector o su tamaño lo que no permitió la obtención 

de colonias. 

Descartadas estas otras variables, la no obtención de células 

transformadas podría deberse enteramente al voltaje utilizado en el pulso de 

electroporación aplicado. Para el caso de Moro, y cols. se usaron pulsos de 
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entre 0,6 kV y 1,5 kV, obteniéndose sobrevidas de entre 92% y 58%, 

respectivamente (Moro, Sánchez y Serguera, 1995). La sobrevida de las 

bacterias fue inversamente proporcional al voltaje aplicado, mientras que la 

eficiencia en la transformación directamente proporcional. Para el caso de esta 

memoria, se usaron voltajes de entre 3 kV y 3,5 kV, buscando incrementar la 

eficiencia de la transformación. Es posible que estos voltajes hayan sido 

demasiado altos, lo cual podría explicar por qué no se obtuvo bacterias 

transformantes. 

 Si bien podría seguir optimizándose el proceso hasta lograr tasas de 

electroporación exitosas usando este método, dado que se logró montar 

adecuadamente un protocolo de transformación por absorción de ADN exógeno 

a través de transformación de protoplastos (MoBiTec, 2012), una puesta a 

punto del protocolo de Moro, y cols. no se hace estrictamente necesaria. Por su 

parte, el protocolo de transformación de protoplastos de MoBiTec solo posee la 

desventaja que los medios de cultivo y agares necesarios, así como las sales 

específicas que utiliza (Sección 4.2, 4.5 y 4.9), son más difíciles de conseguir 

y de preparar que aquellas usadas en protocolos de transformación por 

electroporación. Así también, el tiempo de preparación y pasos necesarios para 

este protocolo son más largos que aquellos de la electroporación. No obstante, 

la alta eficiencia y sobrevida que se logra con este protocolo justifican su uso. 

 

6.2 Mutaciones en la construcción de pSSBm110:IFN-I 

 De los clones transformados y confirmados por PCR, se obtuvo la 

secuenciación de pSSBm110:IFN-I y se verificó que el inserto estaba presente, 

aunque con una mutación puntual no sinónima con respecto a la secuencia 

modelo (Figura 6.1 y 6.2). Dado que no se observó corrimiento en el marco 

de lectura en el análisis de las secuencias de ninguno de los clones 

secuenciados, una falla en la expresión debería buscarse río arriba del marco 

de lectura clonado. 
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 Una posibilidad es que hubiese ocurrido una mutación a nivel del 

promotor de SPLipA, razón por la cual se analizaron las secuencias río arriba 

de este, en particular la caja Pribnow y la secuencia de unión a ribosoma 

Shine-Delgarno (Figura 8). La caja -35, sin embargo, aparecía en una zona 

con demasiado ruido como para considerarse en estos análisis y la zona de 

unión al represor XylR no fue secuenciada. Dado que las secuencias 

observadas en la secuenciación y las secuencias modelo poseen un 100% de 

identidad, no es posible afirmar que fuera de la región promotora inmediata la 

que se vio alterada o que presentase una mutación que evitara la expresión del 

péptido SPLipA-IFN-I-HisTag, salvo por la caja -35 no analizada aquí. Si bien 

es probable que ninguna alteración relacionada con la genética o la clonación 

hayan afectado la expresión de IFN-I recombinante, es posible suponer que 

mutaciones en regiones no analizadas sí puedan influir en estos resultados, 

tales como mutaciones en otros sitios del vector, u otras que afectasen la 

interacción de XylR con el promotor. 

 

6.3 Expresión y detección de IFN-I 

Como se muestra en la Figura 8, panel inferior, no se logró detectar 

la presencia de IFN-I recombinante SPLipA-IFN-I-HisTag expresado en B. 

megaterium DSM319 pSSBm110:IFN-I. Esta proteína, compuesta por 228 

aminoácidos, posee un peso molecular esperado de 26,1 kDa; mientras, el 

control utilizado para estas pruebas, una enzima hidrolasa de la bacteria 

Thermobifida fusca (Yang y cols., 2007), posee un peso molecular esperado de 

28,2 kDa. Esta última proteína se escogió justamente debido a la cercanía de 

su peso molecular con el del péptido expresado en la construcción, por lo cual 

la ausencia de una banda reactiva al anticuerpo anti-HisTag a una altura 

similar, sugiere que tal vez no hubo expresión suficiente. 

Dado que SPLipA es un péptido señal de una lipasa de B. megaterium de 

secreción extracelular (Ruiz y cols., 2002), era además esperable encontrar 

una marca reactiva contra anti-HisTag en los sobrenadantes extracelulares 

probados (carriles F y G, Figura 8, panel inferior). Para evaluar el caso de 
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que fallase la exportación de IFN-I recombinante, también se evaluaron las 

fracciones citoplasmáticas (carriles C y D). Para el caso de estas fracciones, sí 

se encontró un epítopo reactivo para anti-HisTag. Sin embargo, el epítopo al 

que se unió anti-HisTag aparece también en la fracción citoplasmática de 

B. megaterium transformado con el vector pSSBm110 vacío (carril B). 

Lo anterior podría deberse a la expresión del péptido de 5,8 KDa SPLipA-

HisTag, esperable para el vector vacío. No obstante, los clones de 

B. megaterium usados para cargar los carriles en la Figura 8 fueron 

verificados como clones transformados con la construcción pSSBm110:IFN-I, 

tanto por método de PCR como por secuenciación (Figura 5 y Figura 6), y las 

bandas reveladas en los carriles B, C y D (Figura 8, panel inferior) aparecen 

cerca de los 15 kDa y no a 5,8 kDa como cabría esperarse en el caso de que se 

tratase de una expresión proveniente del vector vacío. 

Por lo anterior, es discutible el hecho de que anti-HisTag pudiera 

haberse unido inespecíficamente, o probablemente, a algún otro péptido con 

una secuencia de poli-Histidina expresado constitutivamente por 

B. megaterium en su fracción citoplasmática. Para el caso del control, donde se 

expresó en gran cantidad la hidrolasa de T. fusca (carril A), es posible que, 

debido a la alta expresión inducida de esta proteína, otras proteínas y péptidos 

constitutivos no esenciales no se expresasen, razón por la que no se 

observaría la misma banda a la altura de 15 kDa que se observa en los carriles 

B, C y D. Así también, es posible que la mutación detectada de 111E>K 

(Figura 6.2) pueda haber tenido alguna influencia en la unión a anticuerpo, 

sobre todo considerando que el ácido glutámico es un residuo cargado 

positivamente y la lisina lo es negativamente. 

Por otro lado, una de las razones por las cuales IFN-I recombinante pudo 

no haberse expresado, aun teniendo el vector de expresión bien construido y 

las condiciones necesarias para expresarse, pudo ser a causa de una mala 

manipulación del inductor. La xilosa es un azúcar de tipo aldopentosa que 

funciona bien en sistemas de expresión basados en B. megaterium, un sistema 

que ha sido demostrado efectivo en innumerables pruebas por distintos grupos 
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de investigación (Rygus, Scheler y cols., 1991; Malten y cols., 2006; 

Biedendieck, Gamer y cols., 2007; Biedendieck, Yang y cols., 2007). Se ha 

probado a distintas concentraciones, tales como 2% (Rygus, Scheler y cols., 

1991); o 0,5% (Malten y cols., 2006; Biedendieck, Yang y cols., 2007). Sin 

embargo, la xilosa 0,5% sí logró expresión de hidrolasa de T. fusca en B. 

megaterium transformado con vector pSSBm101. Así también, se logró 

inducción exitosa de colonias fluorescentes de B. megaterium transformado 

con vector pSSBm85 de expresión de GFP (Sección 5.2). 

Fuera de razones moleculares como alteraciones en la región promotora 

o corrimiento en el marco de lectura, mayormente descartadas; o de una 

mutación improbable en la proteína represora XylR, no queda claro cuáles 

pueden haber sido las razones para que estos clones de B. megaterium, 

transformados con pSSBm110:IFN-I y confirmados positivos para la 

construcción, no hayan sido capaces de expresar niveles detectables de IFN-I 

recombinante. Por otra parte, el Manual de MoBiTec “Bacillus megaterium 

Protein Production System” de 2012 indica que “la producción de proteínas 

puede variar entre clones debido a razones desconocidas” (MoBiTec, 2012).  

Sin embargo cabe defender que, en el gel teñido con azul de Coomassie 

(Figura 8, panel superior), existen diferencias en la expresión proteica entre 

los controles transformados con el vector vacío (carriles B y E) y los clones 

transformados con la construcción (carriles C, D, F y G). Una franja apreciable 

en el sobrenadante extracelular en F y G, pero no en E, y a una altura cercana 

adonde se esperaría encontrar IFN-I, podría ser indicio de que la expresión sí 

se logró aunque no su detección por anticuerpo. Nuevos experimentos se 

hacen necesarios para determinar si la expresión es o no exitosa en este 

modelo. 
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7. Proyecciones 

 

 Dado que las construcciones se lograron y verificaron por más de un 

método, y que se logró montar y estandarizar un protocolo de transformación 

para B. megaterium, no existe razón para no intentar nuevamente la expresión 

y la detección de IFN-I recombinante. Está descrito en la literatura consultada 

que es posible lograr una expresión proteica de varios órdenes de magnitud 

con respecto a la expresión basal de una proteína recombinante en 

B. megaterium, y dado que usa un medio de cultivo simple y barato, el medio 

LB, proseguir con esta línea de investigación resultaría provechoso. 

 A nivel experimental, faltaría luego probar otros métodos de detección, 

por ejemplo, a través de suero con anticuerpos policlonales para 

IFN-I. En el caso de que aun así no se lograse detectar la presencia de la 

proteína, habría que encontrar la causa en el fallo de la expresión inducida o 

de la detección, o transformar nuevamente B. megaterium hasta lograr clones 

con capacidad de expresión detectable de la proteína. Una vez obtenido, 

restaría comprobar que IFN-I recombinante posee actividad biológica. En otros 

experimentos realizados por el equipo de investigación del laboratorio donde se 

desarrolló esta memoria, se verificó cierto grado de efectividad en 

experimentos in vivo de un IFN-I recombinante expresado por L. lactis. Otros 

experimentos sugeridos son pruebas en cultivos celulares de la línea CHSE-214 

(Chinook salmon embryo 214) midiendo marcadores moleculares de respuesta 

antiviral ante IFN-I recombinante proveniente de B. megaterium, y pruebas 

alimentando peces salmónidos con una cepa de B. megaterium DSM319 

pSSBm110:IFN-I de alta tasa de expresión de IFN-I frente a un desafío con 

IPNv. 

 Si se logran estandarizar los métodos anteriores, B. megaterium podría 

convertirse en una estrategia adicional a otras herramientas probióticas y 

vacunas orales vivas actualmente en desarrollo o desarrolladas para mejorar la 

salud de cultivos acuícolas y piscícolas, principalmente considerando las 

dificultades que enfrenta la industria a causa de los cambios ambientales 
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causados por su propio impacto, la sobrepesca, la eutrofización, el cambio 

climático, la marea roja, los ciclos del Niño y la Niña, y los ciclos 

epidemiológicos naturales de enfermedades infecciosas que afectan a especies 

de cultivo.  
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8. Conclusiones 

 

- Se lograron estandarizar las condiciones de crecimiento para 

B. megaterium. 

- Se logró montar y estandarizar un método de transformación para 

B. megaterium. 

- La electroporación como método de transformación de B. megaterium 

resultó ser una técnica poco efectiva. 

- Se logró clonar la secuencia correspondiente a IFN-I de Salmo salar en 

el vector pSSBm110 para B. megaterium. 

- Se comprobó que ninguna mutación causó corrimiento en el marco de 

lectura para SPLipA-IFN-I-HisTag en las secuencias analizadas de 

pSSBm110:IFN-I. 

- No se logró la detección de la proteína usando un método de detección 

por marcación de HisTag en las células inducidas. 

- No se logró determinar una causa para la no detección de la proteína.  
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