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El selenio (Se) es un elemento esencial para el desarrollo de los 

mamíferos y de alto valor para el diseño de proteínas, compone más de 

dos decenas de selenoproteínas con funciones relativas a la defensa ante 

estrés oxidativo, el funcionamiento del sistema muscular, el desarrollo 

embrionario y el metabolismo de la hormona tiroides, entre otras. Por tal, 

su deficiencia conlleva una serie de malestares que pueden llegar a ser 

desde leves grietas en las uñas hasta la muerte, en consecuencia, el 

presente texto propone un modelo desarrollado mediante instrumentos 

biotecnológicos in silico y tomando en consideración la fisiología, la 

metabolómica y la genómica del elemento (con especial énfasis en su 

toxicosis), que permite mejorar la producción de selenio biodisponible 

con miras a la industria de alimentos suplementarios, con la finalidad de 

generar un producto computacional con viabilidad de aplicación in vitro 

e in vivo. 

 

2. Introducción y justificación: 

 
El selenio es un elemento traza, pese a su concepción tradicional e 

histórica como “veneno” dada su toxicidad, resulta esencial para la salud 

y el rendimiento de los mamíferos en cuanto a que conforma más de dos 

docenas de selenoproteínas vitales para funciones anti-oxidativas, anti- 

inflamatorias, reproductivas, hormonales (tiroides), entre otras (Sunde, 

2012; (Duntas & Benvenga, 2015), estas proteínas se encuentran en todos 

los dominios de la vida, más no en todos los organismos (Cheng & Arnér, 

2018) . 

 
Su abundancia relativa en la corteza terrestre es muy baja (0,05-0,10 

mg/kg), lo que sumado a la baja biodisponibilidad de la mayoría de 

especies químicas del elemento lo convierten en un insumo costoso para 

producir industrialmente mediante métodos químicos convencionales 

(Lopes, Ávila & Guimarães, 2017; Oraby, Allababidy & Ramadan, 2015 

; Pedrosa., et al, 2012). 

 

Adicionalmente, la fisiología que implica al selenio está delimitada por 

umbrales toxicológicos ya establecidos y reportados en la literatura, esto 

implica que la excreción del elemento se ve retroalimentada 

positivamente por su consumo, a modo de protección frente a la toxicidad 
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del elemento, i.e. del 19-46% del selenio consumido cada 24 h es 

transportado y excretado (Fairweather-Trait, Collings & Hurst, 2010; 

Suzuki, 2005; Bügel, et al, 2008), lo que supone la necesidad de producir 

constantemente suplementos alimenticios ricos en selenio para suplir la 

demanda nutricional animal y humana, e.g. la levadura selenada 

(selenium yeast). 

 
Más aún, la especie bioactiva del selenio: la selenocisteína (Sec), cuenta 

con características de altísimo interés para la industria y el desarrollo de 

la ingeniería genética, i.e. Sec es el aminoácido proteinogénico menos 

abundante en eucariotas y bacterias no-metanogénicas, aun así, su 

presencia brinda a las moléculas que conforma propiedades catalíticas 

únicas: hay evidencia de que la sustitución de Cys por Sec mejora la 

velocidad cinética de varias enzimas en hasta dos órdenes de magnitud 

(Fu, Söll & Sevostyanova, 2018), las posibilidades que abre la 

comprensión transversal de este 21avo aminoácido y el mecanismo de las 

selenoproteínas es invaluable para la ampliación del conocimiento 

concerniente a la transcriptómica, la cinética enzimática y, posiblemente, 

muchas otras áreas del conocimiento biológico. 
 

Por esto, el selenio en un elemento de interés para la industria pecuaria 

(Mehdi & Dufrasne, 2016; Givens., et al, 2004) y se justifica cualquier 

acercamiento teórico-experimental que tenga como propósito ampliar, en 

general, el estado del arte del elemento y las nociones de los mecanismos 

metabolómicos, transcriptómicos y genómicos asociados al mismo, ya 

que aún tenemos mucho por aprender acerca de este elemento y su rol en 

la vida (Castellano, 2019). 

 

3. Objetivos: 

 
General: Proponer un modelo biotecnológico molecular que permita, 

teóricamente, mejorar la producción de selenio orgánico biodisponible en 

la bacteria Escherichia coli como organismo modelo. 

 
Específicos: 

- Mediante exploración de fuentes bibliográficas, referenciales y 

multimedia, determinar los componentes principales y que median el 

sistema de producción de selenocisteína (selenoproteínas). 
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- Determinar el gen y/o las secuencias protagónicas en la síntesis de 

selenoproteínas (principales mediadores del metabolismo del selenio). 

- Con la información obtenida, diseñar una construcción genética que 

contenga las secuencias implicadas en el proceso de síntesis de 

selenoproteínas, así como las secuencias reguladoras idóneas. 

 

4. Planteamiento del problema 

Podría considerarse en primera instancia que los valores de 

biodisponibilidad del selenio y sus derivados son bajos en cada posible caso 

no obstante, con excepción del selenato y la selenita (que pese a ser bien 

absorbidos no son bien retenidos), esto solamente aplicaría a sus 

presentaciones inorgánicas, dado que los valores de absorción y retención 

de los compuestos selenados orgánicos como la selenometionina y la 

selenocisteína (Sec) rondan el 65% -o más- según varias publicaciones 

(Givens., et al, 2004; Sunde, 2012; MacFarquhar., et al, 2010). 
 

También se conoce que el rango entre la deficiencia y la toxicosis del 

selenio es uno de los más “estrechos” en comparación con otros nutrientes; 

i.e.  ± <40μg/día  y >400μg/día para  humanos  y ±  <100μg/(kgMS).día y 

>300μg/(kgMS.día) (siendo MS materia seca) para ganado, dependiendo 

de características antropométricas(edad, peso, altura, etc) y si se trata de 

ganado de faena o ganado lechero, respectivamente (dos Reis, et al, 2017; 

Sunde, 2012; Mehdi & Dufrasne, 2016). 
 

Las repercusiones de estas patologías van desde: alopecia, ruptura de uñas 

(o pezuñas), pérdida de peso, distrofia muscular nutricional, retención de la 

placenta y producción sub-óptima de leche, hasta la muerte, entre otras 

(Mehdi & Dufrasne, 2016; Jovanović, et al, 2013; Sunde, 2012; Givens, et 

al, 2004; Fairweather-Trait, Collings & Hurst, 2011) y como añadido, 

limitan la producción de selenoproteínas en relación a la variable cantidad. 
 

Por esto, es posible concretar que la mayor parte del selenio que se 

“desperdicia”, gracias a las condiciones fisiológicas que lo regulan, está 

comprendido entre sus versiones inorgánicas relacionadas a las 

deposiciones fecales y los selenosacáridos producto de las excreciones 

urinarias. Así, se concibe que la manera más concreta de abordar el 

problema en concreto, es a partir de la generación de un método o 

herramienta biotecnológica que permita reincorporar las presentaciones 

menos biodisponibles del selenio a sus formas más aprovechables (por lo 
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menos en la industria pecuaria y alimenticia) (i.e. mejorar la eficacia de 

inserción de selenocisteína, reciclar el selenio), sin afectar la homesotasis 

y/o la supervivencia del biorreactor a emplear o eligiendo uno que tenga 

cierto grado de resistencia ante la toxicosis del selenio. 

 

 
5. Alcance del proyecto 

Se presenta un modelo biotecnológico in silico viable (plásmido) que 

permite mejorar la eficacia de inserción de selenocisteína, i.e. mejora la 

velocidad de producción de selenio biodisponible, para ser aplicado en 

un futuro cercano y que siguiendo el lineamiento de los objetivos del 

desarrollo sostenible, y en el caso de que  sea aplicado con éxito; a nivel 

académico se expandiría el marco de estudio de las nutrigenómicas, la 

biodisponibilidad y la biotecnología del selenio, de manera tal que el 

producto aquí presentado y la proyección futura de este proyecto tenga 

una incidencia y brinde un aporte al cumplimiento de las metas trazadas, 

específicamente: la producción y el consumo responsable, la formación 

de comunidades sostenibles, crecimiento económico, innovación para la 

construcción de una industria sustentable y la gestión responsable de los 

ecosistemas y la vida terrestre. 

 
En cuanto a un apartado tecnológico y ambiental, la propuesta planteada 

ofrece la promesa de eventualmente desarrollar nuevas herramientas para 

un ejercicio más responsable, controlado y optimizado de la ganadería, 

esto desemboca específicamente en una disminución en el uso de 

enriquecedores de selenio y en la posibilidad de aprovechar el máximo 

virtual posible del selenio que otrora se perdía o desperdiciaba. 

 
Por otro lado, si el sistema llega a ser aplicado in vivo de forma exitosa, 

el proyecto podría ser una de las vanguardias en cuanto a la lucha contra 

la estigmatización científica y los falsos estereotipos referentes a los 

organismos modificados genéticamente, ayudando de esta manera al 

proceso de permeabilización de la ciencia hacia la sociedad, y al 

desarrollo de una nación más dispuesta, entendida y afín a las prácticas 

relativas al método científico en ámbitos más allá del académico. 

 
Adicionalmente, se proyecta que este texto quede legado en la biblioteca 
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de la universidad EAFIT en el cual se expongan los avances que se logren 

durante la realización del proyecto, de forma tal que pueda ser empleado 

como referencia en el momento de desarrollar aún más fases del proyecto 

mismo o para establecer un marco referencial que permita desarrollar 

nuevas propuestas relativas al tópico de investigación (inspirar a otros 

estudiantes o clarificar la metodología y el desarrollo procedimental de 

un proyecto de tesis). 

 
En este mismo sentido, esta tesis podrá conformar las bases para futuras 

aplicaciones de la teoría referente a los mecanismos genéticos, 

fisiológicos y metabólicos del selenio, así como su aplicación y, por 

último, se concluirá el proceso profesional de un estudiante de biología 

de la universidad EAFIT, con la capacidad de inspirar, crear y 

transformar. 

 
6. Marco teórico 

 
6.1 Síntesis de selenoproteínas 

 

La regulación transcripcional de la expresión génica relacionada al selenio ha 

sido profundamente estudiada desde 1930 (Sunde, 2012). La información 

provista por las referencias consultadas indica que el contenido de selenio en el 

cuerpo controla los niveles de expresión de numerosos genes relacionados (o no) 

a las selenoproteínas, (Lammi & Qu, 2018; Sunde, 2012). 

Concretamente, lo que hace posible la síntesis de selenoproteínas es la actividad 

en conjunto de lo que se conoce como elemento SECIS (secuencias de inserción 

de selenocisteína), ubicadas en las UTR 3’ de los mRNA en eucariotas y 

contiguos a codones de parada UGA asociados a selenoproteínas en procariotas, 

son estos elementos quienes modifican la codificación del mencionado codón 

(el cual pasa a codificar para inserción de selenocisteína a la proteína en proceso 

de síntesis) (Lammi & Qu, 2018; Sunde, 2012). 

Y un tRNA[Ser]Sec , expresado en E.coli por el gen SelC, quien media la ruta 

metabólica en la cual se convierte un residuo de serina (Ser) en cisteína (Cys), 

para después modificarla en selenocisteína (Sec) a través del intercambio del 

grupo hidroxilo por un Se0, mediado por una molécula de selenofosfato, 
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originaria de la reducción de seleniuro en eucariotas y selenato/selenita en 

procariotas. Por último, el residuo es insertado cotraduccionalmente a la 

proteína en construcción mediante el factor de elongación específico de 

selenocisteína SelB quien reconoce y moviliza el tRNA[Ser]Sec hacia su destino, 

adicionalmente, existen enzimas que actúan de una manera menos directa (es 

decir, afectan (Lammi & Qu, 2018; Sunde, 2012; Gursinsky, et al, 2008) [ver 

figuras 1, 2 y 3]. 

Adicionalmente, hay evidencia de que la sobre-expresión y la coexpresión de 

dos genes de interés para este proyecto (SelC y SelB) mejoran la síntesis de 

variadas selenoproteínas en distintos microorganismos (la producción de estas 

está limitada por la compatibilidad inter-especie, es decir, E. coli no puede 

producir selenoproteínas mamíferas de modo natural, aunque esta barrera ya ha 

sido superada con ingeniería genética [Haruna, et al, 2014]) (Fu, Söll & 

Sevostyanova, 2018; Gursinsky, et al, 2008). 

En el caso de bacterias, específicamente E.coli, se tiene que solo hay reducción de selenita (SeO3
2–) 

y selenato (SeO4
2-) hasta selenio elemental Se0, el cual es funcionalmente homólogo al seleniuro (Se2-

 
) en eucariotas (Turner, Weiner & Taylor, 1998). 

 

 
6.2 Escherichia coli como modelo biotecnológico 

 

 
Escherichia coli es un activo de gran valor como herramienta biotecnológica: si 

bien, anteriormente se aclararon los umbrales toxicológicos del selenio en 

humanos y ganado, el modelo seleccionado presenta características de gran 

interés en cuanto a este apartado, ya que las colonias de esta especie pueden 

crecer en presencia de hasta >32000µg/ml selenato y <1600µg/ml selenita, 

también poseen naturalmente el genoma y metaboloma necesario para la 

inserción de selenio a proteínas (Turner, Weiner & Taylor, 1998; Gursinsky, et 

al, 2008), lo cual nulifica la necesidad de empleo de transgenes (si bien esto no 

es relevante a nivel científico, lo es a nivel sociocultural). 

En este orden de ideas, E. coli también es uno de los modelos más empleados 

como biorreactor, dada su idiosincrática sencillez y maleabilidad a nivel 

genoma y su accesibilidad, sobre todo para la realización de transformaciones y 

clonaciones, siendo una de las aplicaciones más importantes la producción de 

proteínas heterólogas en distintas cepas de la especie, e.g. la producción de 

insulina humana (Baeshen, et al, 2014), además, hoy día existen cepas de E.coli 
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especializadas en mejorar la eficiencia de transformación y clonación (como la 

cepa DH5α) (Kostylev, et al, 2015). 
 

 

 
 

Figura 1. diagrama general de la ruta metabólica de biosíntesis de selenoproteínas (Burk, Hill 

& Motley, 2003), nótese que se obvian las enzimas específicas del catabolismo del selenio, 

ya que estas son un conjunto extenso de moléculas que se dedican a transformar las distintas 

especies del elemento a seleniuro en eucariotas, o selenio elemental a partir de selenato y 

selenita en procariotas, las cuales son las únicas especies activas directamente en el proceso 

de síntesis de selenofosfato 

 

Figura 2. Esquema general del mecanismo genómico de la síntesis de selenoproteínas en 

eucariotas, es de especial interés el comportamiento del codón de parada UGA, que gracias a 

la influencia del elemento SECIS, codifica para la inserción de selenio a quien usualmente 

sería un residuo de cisteína o de metionina, (tomado de Schweizer, 2017). 
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Figura 3. Esquema general del mecanismo transcripcional de la síntesis de selenoproteínas en 

procariotas, nótese que en este caso los elementos SECIS se encuentran contiguos o cerca del 

codón de inserción de selenocisteína UGA, según Cheng y Arnér del 2018, la distancia crítica 

entre el codón UGA y el elemento SECIS es de 11 nt (tomado de Schaefer-Ramadan, Thorpe 

& Rozovsky, 2014) 

 

7. Hipótesis 

 
Se definió entonces, que el elemento de más interés para el desarrollo de 

los objetivos trazados es el RNA de transferencia de serina-selenocisteína 

(tRNA(Ser)[Sec]), se plantea que un aumento en el número de copias del gen 

que lo expresa (SelC) optimizará la capacidad en cuanto a retención y 

velocidad de síntesis de selenio biodisponible (selenoproteínas, Sec), sin 

afectar la supervivencia de los organismos dadas las cualidades tóxicas 

del selenio previamente descritas. Asimismo, para asegurar el correcto 

desempeño de estas modificaciones y obtener el resultado esperado en 

alguna medida, se añadirá también una copia del factor de elongación 

específico de selenocisteína (SelB), concorde a la evidencia presentada 

por el respaldo bibliográfico que sugiere los resultados deseados cuando 

se aumenta la co-expresión de ambos genes tratados. No obstante, se 

plantea que sobre-expresar el número de copias de SelC es suficiente para 

obtener una mejora en la producción de selenoproteínas. 

 

8. Metodología 

 

8.1. Identificación de secuencias de interés 
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En un primer lugar, se partió explorando reviews relativos a la regulación 

transcripcional del selenio, de este modo fue posible encontrar el gen 

llamado “TRSP” (TRU-TCA1-1) (Lammi & Qu, 2018; Downey, et al, 

2009; Carlson, et al, 2004), se halló que este gen regula la síntesis del 

tRNA-Sec en mamíferos, elemento que se encarga de albergar y mantener 

la mayoría de la maquinaria genómica relativa a la transcripción de 

selenoproteínas en altos eucariotas, dado esto, se tomó dicho gen como 

referencia para buscar por homología en distintas bases de datos como: 

HomoloGene, Genecards, GenBank, etc, logrando definir de esta manera 

con acierto al gen SelC como elemento sintetizador de tRNA(Ser)[Sec] en 

procariotas. Ya identificado SelC, fue posible realizar un ejercicio similar, 

pero con un enfoque más delimitado, para definir la función y la 

pertinencia de aplicación, en este proyecto de otras secuencias 

involucradas en la genómica y la metabolómica del selenio, como son 

SelA, SelB (ver resultados y discusión). 

 
8.2. SelC 

 
Se delimitó la secuencia del gen SelC para E.coli mediante consulta de 

literatura, respaldada por aplicación del servicio BLASTn (megablast) a 

la secuencia origen, se identificó (Baron, Heiden & Böck, 1990; Manzine,    

et   al,   2013; Zhang, et al, 2000): 

5’GGAAGATCGTCGTCTCCGGTGAGGCGGCTGGACTTCAAATC 

CAGTTGGGGCCGCCAGCGGTCCCGGGCAGGTTCGACTCCTGT 

GATCTTCCGCCA-3’, la cual coincide con lo registrado en la base de 

datos de genes del NCBI, por lo menos para la cepa K-12 substr. MG1655 

(Gene ID: 948167). La búsqueda en BLAST presentó como resultados un 

conjunto de secuencias de alta similitud pertenecientes a diversas cepas 

de la especie en cuestión, no obstante, la ubicación de estas secuencias 

presentó considerable variabilidad, por lo cual se decide que la región 

tentativa de inserción de la secuencia plasmídica, pese a que no es muy 

relevante dada la corta longitud de SelC (95 nt), será contigua, 

downstream al gen SelC de la cepa a seleccionar, empleando las enzimas 

de restricción FD0224 y FD0044. 

 
8.3. SelB 
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La secuencia del gen SelB se demarcó únicamente mediante herramientas 

del NCBI (Gene ID: 948103), ya que la secuencia mide 1845 nt esta no 

será escrita. También se respaldó la decisión de dónde ubicar esta nueva 

copia del gen mediante BLASTn, encontrándose que SelB presenta 

mucha menor variabilidad en su posición respecto a distintas cepas (si es 

que no es nula), por lo que su posición debe tener más relevancia en 

contraste con SelC, como añadidura, la copia de SelB naturalmente 

presente en la cepa K-12 substr. MG1655 se superpone, por su extremo 

5-’ y en cuatro bases, hacia el extremo 3-’ de otro gen involucrado en la 

genómica del selenio, SelA, por todo esto se decide que la región tentativa 

de inserción de la secuencia plasmídica será contigua, downstream al gen 

SelB naturalmente presente en la cepa a seleccionar y se recomienda que, 

idealmente, se debería generar esta modificación mediada por un sistema 

Crispr/Cas adaptado para darle especificidad a la edición (i.e. entre SelB 

y yiaY), con el fin de evitar posibles alteraciones en la expresión de SelA, 

debido a las circunstancias actuales esto resulta imposible, por tal, se 

usarán únicamente las enzimas de restricción FD0374 y FD0753. 

 
Todas las enzimas de restricción fueron seleccionadas mediante la herramienta FDEST de 

ThermoFisher Scientific (ver anexo). 

 
8.4. Construcción del plásmido 

 
El plásmido fue construido mediante el software de libre acceso 

GenSmart Design de GenScript Biotech, para esto, se tomó el sistema 

pET como molde/backbone y se modificó a conveniencia. Se 

consideraron como cimiento y punto de inicio los elementos que deben 

considerarse prioritarios en un vector de expresión: regiones de origen de 

replicación que brinden heredabilidad a las modificaciones efectuadas y 

sean compatibles con la maquinaria de transcripción del organismo 

modelo, marcadores de selección que permitan medir la eficacia de las 

transformaciones y sean compatibles con el ensamble plasmídico, 

enzimas de restricción de acuerdo a los lugares tentativos de inserción de 

material genético; una antes y una después de cada gen u operón de 

interés, regiones reguladoras (sistema promotor-terminador) que 

permitan la correcta expresión de las secuencias de interés, incluyendo 
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las de los marcadores de selección y, obviamente, las secuencias o genes 

a insertar. 

 
Usualmente también se usan potenciadores para mejorar aún más la 

síntesis de las secuencias de interés en el caso de vectores de expresión, 

y reducidas secuencias denominadas “tags” o “signals” que facilitan la 

identificación de la expresión en proteínas añadidas o recombinantes de 

interés. Estos últimos no serán considerados en este diseño, ya que, como 

se verá en el último apartado, hay un cierto interés por mantener la 

expresión de la nueva copia del SelB al mínimo, a forma de añadidura, 

nuestro interés no radica en la purificación de proteínas, además de que 

el diseño de la construcción cuenta con regiones reguladoras T7 

(promotor y terminador flanqueando las copias de SelB) en conjunto 

también con los promotores, terminadores y represores endógenos de las 

secuencias de interés (incluyendo las de los marcadores de selección), 

que, en consideración de que la evidencia experimental alude a 

contraproducencia en cuanto a producción de selenoproteínas cuando 

aumenta demasiado la expresión de SelC (Cheng & Arnér, 2017; Cheng 

& Arnér, 2018; Gursinsky, et al, 2008), teóricamente unas cuantas copias 

del gen no deberían producir el efecto adverso al deseado (ya que para 

provocar esto, sobre-expresión de SelC debe ser, en términos de los 

autores, exagerada). 

En este diseño se usó la secuencia ori: 5-’ 

TTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACA 

AAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAA 

GAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGA 

GCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTA 

GGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTC 

GCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGAT 

AAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCG 

GATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCAC 

ACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGAT 

ACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAG 

GGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGA 

ACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTG 

GTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAG 

CGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGG 

AAA-3’, ya que es predominante en Enterobacteriaceae, usada en todo 
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tipo de vectores comerciales a escala industrial (ColE1, pMB1, pBR322, 

pUC, entre otros) y presenta resultados consistentes y eficientes (Wu & 

Liu, 2010; secuencia extraída de la base de datos de GenSmart Design). 

Los marcadores de selección son resistencia a ampicilina y a kanamicina 

para SelB y SelC respectivamente, dadas las indicaciones presentes en el 

manual del sistema pET de Novagen, donde se recomienda el uso de 

ambos marcadores. Se plantea el uso de promotores y terminadores T7, 

ya que hacen parte de uno de los sistemas de regulación transcripcional 

más eficientes en procariotas a día de hoy, desarrollado naturalmente para 

transcribir todo un genoma con solo una subunidad proteica y sin la ayuda 

de moléculas adicionales, por esto es uno de los sistemas de regulación 

más empleado a escala mundial (Borkotoky & Murali, 2018). 

 
Todas las consideraciones anteriores fueron tomadas en cuenta siguiendo los lineamientos 

descritos por Nora, et al, 2019 

 

 

9. Resultados 

 
9.1. Ubicación tentativa de las nuevas copias de SelC 

 
Se designaron las enzimas de restricción mediante la herramienta FDEST 

de ThermoFisher Scientific FD0224 (DraI) y FD0044 (Alw44I) para 

cortar en los puntos 5’ y 3’ del intrón flanqueado por el gen SelC y el gen 

yicT respectivamente, como se grafica en la imagen a continuación, es de 

anotar que dadas las características del gen SelC (como el tipo de 

molécula que expresa y su longitud) la posición de las nuevas copias no 

debería presentar ninguna alteración en el metabolismo del modelo a 

transformar. 
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9.2. Ubicación tentativa de la nueva copia de SelB 

 
También se designaron las enzimas de restricción mediante la 

herramienta FDEST de ThermoFisher Scientific para este caso, los cortes 

se realizarán por las enzimas de digestión FD1564 (XmaJI) y FD0753 

(MfeI) para los puntos 5’ y 3’ del intrón flanqueado por el gen SelB y el 

gen yiaY respectivamente, cabe enfatizar en que la posición de esta 

modificación puede llegar a acarrear fenomenologías indeseadas, no 

obstante no se encontraron referencias al respecto, por lo cual se 

imposibilita el expresar un veredicto factual al respecto (no se muestra 

toda la secuencia dada su longitud, que es de 1845 bp o 614 aa). 

 

 
 

… 

 

 
9.3. Construcción del plásmido 

 
Se logró diseñar un plásmido conjuntando lo anteriormente explorado y 

tomando en consideración las deliberaciones manifestadas por otros 

autores en publicaciones que aluden a la transformación de alta eficiencia 

y/o a las genómicas relacionadas al selenio en E. coli (Shilling, et al, 

2020; Cheng & Arnér, 2017; Kostylev, et al, 2015) y la evidencia a nivel 

experimental que se discute en el apartado pertinente (ver Figura 4 y 

discusión), con respaldo también de diversas fuentes multimedia: como 

la base de datos de partes de GenScript Biotech, los foros de 

ResearchGate y los manuales de usuario del catálogo de plásmidos de 

Novagen (con especial énfasis en el sistema pET). 
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Figura 4. El orden de los elementos del vector, iniciando después del punto ubicado a 

las 12 en sentido horario es: enzima de digestión FD1564 (XmaJI), origen de replicación 

1 (ColE1), secuencia de interés (SelB), promotor AmpR, gen de resistencia a ampicilina 
(AmpR), enzima de digestión FD0753 (MfeI), intrón, enzima de restricción FD0224 

(DraI), origen de replicación 2 (ColE1), promotor T7, secuencia de interés (SelC), intrón 

t pequeño, secuencia de interés (SelC), terminador T7, promotor SV40, gen de 
resistencia a kanamicina (KanR) y la enzima de restricción FD0044 (Alw44I) seguida de 

un último intrón *las enzimas que muestra el gráfico y no son mencionadas aquí son 

multiple cloning sites (MCS) generados por el algoritmo del GenSmart Design, 

adicionalmente, antes de cada secuencia de interés se encuentra una secuencia 
optimizada Shine-Dalgarno cortesía de Xu, et al, 2013*. 

 

10. Discusión 
 

10.1. Mecanismo del vector 

 

El funcionamiento del plásmido construido se conceptualiza como el 

aumento en la capacidad de retención de selenio, a modo de tRNA(Ser)[Sec] 

cargado con selenocisteína, y la velocidad de síntesis de selenoproteínas, 

en cuanto a la capacidad de acción de inserción de selenocisteína en 

simultáneo, de esta manera la mayor parte del selenio absorbido por las 

colonias será metabolizado hasta una de sus versiones más biodisponibles 

antes de ser excretado o almacenado. 

 

10.2. ¿Por qué solo SelC y SelB? 
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Según los datos reportados por Xu, et al, 2013, Cheng & Arnér, 2017 y 

Cheng & Arnér, 2018: sobre-expresar individualmente SelA, SelB y SelC 

acarrea una disminución en la eficiencia de inserción de selenocisteína de 

hasta 61.1% y del 11.6% para los dos primeros casos respectivamente, por 

otro lado, el tercer caso presenta un aumento en dicha eficiencia del 

43.4% al 52.6%, adicionalmente, los mencionados autores indican que la 

co-expresión de SelA, SelB y SelC, con SelA o SelB siendo regulados 

por promotores inducibles o solo por sus promotores endógenos, aumenta 

la eficiencia de incorporación de selenocisteína en un 69.7%, por esto se 

decide no involucrar a SelA en el arreglo genético, ya que se considera 

innecesario para obtener los resultados deseados y se sospecha que el 

resultado puede llegar a ser mejor aún de esta manera (de hecho, la 

evidencia así pareciese indicarlo [ver Fig.5 de Xu, et al, 2013]), además, 

en E coli tanto SelA como SelB se encuentran en un mismo operón, por 

lo cual pEcoselA/B, aparte de ser un vector de transformación 

perfectamente funcional, también puede hacer las veces de insumo de 

investigación, en cuanto a que el estudio de la expresión de su copia 

individual e independiente de SelB puede dar luz sobre los límites 

naturales del mejoramiento en la eficiencia de inserción de Sec con este 

método (edición génica), al contrastarse con los resultados de las 

referencias citadas y otras publicaciones, adicionalmente, el gen SelA 

tiene una longitud considerable, por lo que añadir una copia de SelA al 

plásmido diseñado implica un considerable aumento en el número de 

nucléotidos (+1392 nt) y por ende, también en el precio del plásmido. 

 

10.3. Diferencias con productos similares 

 

Los únicos plásmidos con similar función encontrado son los referidos 

en la literatura como psUABC y derivados del mismo: pBAD-selA, 

pBAD-selB, pBAD-selAB, pBAD-selAB(SD), pBAD-selC, pEXT-selC 

y pSUABC, quienes fueron diseñados para, precisamente, estudiar la 

sobre-expresión y la co-expresión de los genes SelA, SelB y SelC. Al 

parecer ninguno de estos vectores es comercial, ni de libre acceso (en 

todas las publicaciones revisadas, es el Profesor Elias Arnér de la 

universidad de Karolinska quien aporta el psUABC), por lo que no hay 

una forma de comparar directamente los plásmidos mencionados con 

pEcoselA/B. 

No obstante, gracias a las gráficas aportadas por los autores en sus 

respectivas publicaciones (Cheng & Arnér, 2018; Cheng & Arnér, 2017; 

Xu, et al, 2013) es posible determinar que todos estos plásmidos poseen 



19  

solo una copia de cada gen de interés (en cada caso particular), por lo cual 

la tasa de expresión de SelC y posiblemente la eficacia de inserción de 

selenocisteína sea mejor en pEcoselA/B que en cualquiera de estos 

vectores (soportado por la evidencia experimental proporcionada por los 

mismos autores), adicionalmente, a excepción del psUABC, todos los 

demás plásmidos cuentan con promotores tac o pBAD, que si bien tienen 

sus ventajas, en la mayoría de los casos presentan resultados más 

humildes que el sistema T7 en cuestión de tasa de expresión de proteínas 

y/o RNA’s (Balzer, et al, 2013). 

Por último, ninguno de los plásmidos cuenta con el diseño para insertar 

tanto SelB como SelC en un mismo tratamiento, debido a que para 

estudiar la co-expresión de estos dos genes, en el artículo respectivo se 

optó por emplear dos vectores distintos para obtener una cepa con ambos 

genes sobre-expresados, con el añadido de que algunos de estos 

plásmidos poseen operones lac, lo cual debería hacerlos más caros en 

comparación con el diseño presentado. Por todo esto, es posible concretar 

que el constructo pEcoselA/B es la herramienta con mejor proyección 

para solucionar la realidad problemática descrita. 

 

10.4. Otras consideraciones 

 

En el estado en que se encuentra, pEcoselA/B no tiene la capacidad de 

introducir sus modificaciones en sitios específicos, si bien las enzimas 

seleccionadas mejoran las probabilidades de obtener las modificaciones 

en los lugares deseados, esto básicamente sigue dependiendo del azar, e 

idealmente la aplicación de este vector debería ir acompañada por un 

arreglo Crispr/Cas adecuado y adaptado a la cepa a tratar, con el fin de 

evitar posibles mismatches y/o alteraciones en el marco abierto de 

lectura. 

 

Adicionalmente, para ofrecer una solución concisa a la realidad 

problemática plasmada, se debe hacer un escalado de este modelo a nivel 

industrial, por tal, este trabajo se encuentra inherentemente incompleto y 

debe ser considerado como una fase inicial de futuros esfuerzos. 

 

Por último; pese a que las genómicas del selenio y el propio elemento 

cada vez cobran más relevancia en el escenario investigativo, y que desde 

el descubrimiento de los elementos SECIS se ha ampliado notablemente 

el marco teórico holístico de los mecanismos y funciones del selenio, aún 

falta un largo recorrido antes de que podamos sacar todo el potencial 
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biológico/biotecnológico del elemento, dado que la posibilidad de 

diseñar nuevas y súper-mejoradas proteínas, dirigir la citotoxicidad para 

combatir el cáncer (Wallenberg, Misra & Björnstedt, 2014), expandir 

nuestros conocimientos respecto al código genético, e incluso ahondar en 

la evolución de todos estos mecanismos (Hatfield & Gladyshev, 2002), 

es solo una realidad que empieza a tomar forma y sin duda, con algo más 

de tiempo y esfuerzos en el tópico por parte de la comunidad 

científico/académica, se producirá una revolución sin precedentes en las 

disciplinas afines a la vida y, muy probablemente, en la sociedad. 
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