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1.INTRODUCCION

Las bacteriocinas son un grupo heterogéneo de proteinas con actividad antimicrobiana,
sintetizadas en los ribosomas tanto por bacterias grampositivas como gramnegativas. Las
bacteriocinas varian en cuanto a su espectro de actividad, masa molecular, mecanismo de
accion y caracteristicas bioquimicas, actualmente son objeto de estudio por su potencial para
ser usadas como bioconservadores en alimentos, coadyuvante en terapias anticancerigenas y
en diferentes tratamientos médico, por tal motivo es importante conocer y caracterizar cada
uno de los genes implicados en la sintesis de estas proteinas, para poder optimizar y
garantizar su uso. En 2009 Lee y colaboradores, descubrieron una nueva bacteriocina, la
Thurincina H, obtenida de una de cepa de Bacillus thuringiensis, aislada de miel de girasol
silvestre estadounidense. A partir de este descubrimiento se han realizado varios trabajos para
caracterizar el cluster de 10 genes que conforma la maquinaria de sintesis de dicha
bacteriocina. En el Laboratorio de biotecnologia y microbiologia molecular de la
Universidad de Guanajuato, se caracterizd a la Thurincina H, observando que presentaba
actividad contra amplio rango de patdgenos, resistencia a temperaturas elevadas y estabilidad
a pH é&cidos y alcalinos. En el Laboratorio, se cuenta con el cluster biosintético de la
Thurincina H, incluido en un vector que se expresa en cepas de B. thuringiensis, dicho cluster
biosintético estd compuesto de tres genes que codifican para el pre-péptido, en tandem de
tres copias idénticas denominadas thnAl, thnA2 y thnA3, ademas del gen thnP que codifica
para una serin-proteasa de la familia S8 encargada del corte del péptido sefial; , el gen thnB
que codifica la enzima radical SAM, enzima que lleva a cabo las modificaciones post-
traduccionales, el gen thnD que codifica para una proteina de uniéon a ATP, el gen thnE que
codifica para proteina de membranay el gen thnT que codifica para una proteina de secrecion,
estas tres Ultimas son parte del sistema de transporte del tipo ABC; . El gen thnR codifica
para un regulador transcripcional de la familia GntR y cuya funcion se desconoce. El objetivo
del presente trabajo de tesis fue generar mutantes en las que se hayan eliminado los genes
thnP y thnT del cluster pThur y observar el efecto sobre la sintesis de Thurincina H en una
cepa heterodloga, asi como también compararlo con el cluster completo midiendo la actividad
antimicrobiana haciendo uso del ensayo en pozo contra Bacillus cereus 163 que sirve como

bacteria indicadora por ser sensible a Thurincina H.



Mediante la técnica de mutagénesis dirigida se generaron las mutantes delecionales APC7
(sin thnP que codifica para una serin proteasa de la familia 8) y ATCSP (sin thnT que codifica
para un transportador del tipo ABC). La carencia de estos genes llevo a la perdida de
actividad de las cepas transformadas. B.thuringiensis LBIT 404 no tuvo una pérdida de
actividad total, esto se justificaria por: la produccion de sus propias bacteriocinas o debido a
que las proteinas de transporte y procesamiento de la cepa nativa LBIT 404 podrian procesar
pequefias cantidades de thurincina H, mientras que la cepa Cry-B no fue capaz de sintetizar
thurincina H cuando se probaron las mutantes carentes de los genes thnP y thnT. Con esto se
concluye que los genes thnP y thnT son indispensables para el procesamiento del péptido y

sin ellos no se obtiene thurincina H activa.

2. MARCO TEORICO

2.1. Bacteriocinas
Las bacteriocinas son un grupo heterogéneo de proteinas con actividad antimicrobiana

sintetizadas ribosomalmente tanto por bacterias grampositivas como gramnegativas, pueden
variar en cuanto a su espectro de actividad, peso molecular, mecanismo de accion y
caracteristicas bioquimicas, hoy en dia son objeto de estudio para su uso como
bioconservadores en alimentos, como sustituto de los conservadores quimicos,
artificialmente sintetizados que pueden poner en riesgo la salud humana (Tjakko., 1995).

Su uso como agente antimicrobiano se atribuye a las siguientes caracteristicas: inhibe
nUMerosos microorganismos patdgenos, son termoestables, y son activos en amplios rangos
de pH. Estos péptidos surgieron como un mecanismo de adaptacion que les permitio a las
bacterias competir por nutrientes inhibiendo el crecimiento de miembros de la misma especie

e incluso de diferentes géneros bacterianos (Mondragon., 2013).

2.2. Generalidades de las Bacteriocinas

Se han reportado una gran cantidad y diversidad de bacteriocinas sintetizadas por la mayoria

de las especies bacterianas, se cree que el 99 % de las bacterias podrian producir al menos



una bacteriocina; sin embargo, distintos tipos de bacteriocinas podrian producirse dentro de
una misma especie bacteriana. Una gran cantidad de energia es invertida por los
microorganismos para la elaboracion de mecanismos antimicrobianos; y ain no se conoce
con exactitud la funcién de dichos péptidos antimicrobianos en las comunidades microbianas.
(Del Carmen Monrroy., 2009)

La primera vez que se describieron actividades con relacion a las bacteriocinas fue en 1925
por André Gratia quien observo un antagonismo entre cepas de Escherichia coli, a estas
sustancias secretadas por bacterias se les conoci6 en un principio como colicinas, a partir de
aqui se ha invertido mucho trabajo de investigacion por conocer nuevas sustancias
antagonicas y sus mecanismos de accion (Dusterhus., 2003). Las bacteriocinas que han sido
maés estudiadas son las producidas por bacterias acido-lacticas (BAL), ya que son bacterias
generalmente reconocidas como seguras 0 GRAS (Generally Recognised As Safe). Las BAL,
participan en la fermentacion de alimentos y se ha demostrado que inhiben la microbiota
competitiva incluyendo microorganismos patdgenos tales como Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Clostridium botulinum y Salmonella entre otras, por
lo que las llamadas bacteriocinas han despertado un gran interés (Tjakko., 1995). Tal
inhibicion se atribuye a la produccién de bacteriocinas. La nisina, una sustancia de naturaleza
peptidica con actividad antimicrobiana producida por cepas de la especie Lactococcus lactis
subsp. lactis cuenta con el historial mas amplio de uso seguro en alimentos ya que ha sido
bastante estudiada. La OMS aprobo su uso en alimentos en 1969 para posteriormente en 1983
ser incluida en la lista de aditivos de la Union Europea, por su parte la FDA (Food and Drug
Administration) la aprob6 en 1988(Del Carmen Monrroy., 2009). Su nula toxicidad para
células eucariotas supone una gran ventaja al hacer uso de estas no solo como bioconservador
de alimentos, sino también en cosméticos y en tratamientos biomédicos contra infecciones

en medicina humana y veterinarias (Tjakko., 1995).

2.3. Clasificacion de las bacteriocinas

La clasificacion ha ido cambiando conforme se han descrito las propiedades y caracteristicas

de nuevas bacteriocinas y de las ya existentes. La primera clasificacion surgio conforme a las



caracteristicas de colicinas; sin embargo, los estudios recientes afirman que algunas
bacteriocinas no cumplen con dichas caracteristicas. Fue hasta 1993 cuando Klaenhammer
propuso una clasificacion conformada por cuatro grupos principales conforme a las
bacteriocinas producidas por las BAL,; éstas son de acuerdo con su estructura, propiedades
fisicoquimicas y moleculares.

En los ultimos afios diversos investigadores han realizado reclasificaciones; Abriouel y
colaboradores propusieron en el 2010 una clasificacion que considera las clases I, 11 y 1lI
(Abriouel., 2010) (Tabla I).

2.3.1 Clase I: Péptidos que se someten a modificaciones postraduccionales. Subdividida en
cuatro subclases. Las subclases de 1.1 a 1.3 incluyen péptidos con modificaciones tipicas de

lantibioticos, la subclase 1.4 incluye otras modificaciones unicas.

2.3.2. Clase 11: Peéptidos lineales no modificados (0.77 a 10 kDa). Estables al calor y pH.
Esta clase se puede subdividir en:

Subclase 1.1 Péptidos similares a la pediocina. Dentro de esta clasificacion, se encuentra
la coagulina, quien presenta caracteristicas como la estabilidad al calor y sensibilidad a las

proteasas (LeMarrec., 2000).

Subclase 11.2. Péptidos similares a la thurincina. Caracterizadas por una secuencia
consenso N- terminal (DWTXWSXL), ademas se incluyen en esta subclase varios péptidos

provenientes de B. thuringiensis (Abriouel., 2010).

Subclase 11.3. Otros péptidos lineales. Dentro de esta subclase, se encuentran la cereina 7
Ay la cereina 7 B, producidas por Bacillus cereus tratdndose de bacteriocinas no
sinérgicas, ademas muestran actividad contra bacterias gram positivas, pero no contra

especies gram negativas (Oscariz ., 1999).

2.3.3. Clase Ill: Son bacteriocinas antimicrobianas de gran peso molecular y termolabiles,

generalmente compuestas de diferentes dominios; ademas, son no liticas ya que exhiben su



modo bactericida sin causar la lisis celular concomitante. Dentro de esta clase se incluye la

enterolisina A y la helveticina J, entre otras.

Tabla 1. Clasificacién propuesta de bacteriocinas de especies de Bacillus y comparacién con LAB.

Clasificacion de bacteriocinas
producidas por especies de Bacillus

Ejemplos

Bacteriocinas LAB
(Nes, et al., 2017)

Clase | Péptidos modificados post-
traduccionalmente

Subclase 1.1 Peptidos individuales,
lantibioticos alargados.

Subclase 1.2 Otros péptidos
lantibioticos de un solo péptido.
Subclase 1.3 Lantibidticos de 2
péptidos.

Subclase 1.4 Otros péptidos
modificados después de la traduccién.
Clase Il. Péptidos no modificados.
Subclase 1.1 Péptidos similares a la
pediocina

Subclase 11.2 Péptidos similares a la
Thurincina

Subclase 11.3 Otros péptidos lineales.
Clase Ill. Proteinas grandes.

Subtilina, ericina S, ericina A
Sublancina 168, mersacidina,
paenibacilina

Haloduracina, lichenicidina
Subtilisina A

Coagulina, SRCAM 602, SRCAM
1580.

Thurincina H, Sy 17, Bacthurincina
F4.

Cereinas 7A'y 7B, lichenina,

Megacinas A-216 y A-19213

Clase I. Lantibiéticos

Clase Il. No
lantibidticos

Clase lla

Clase Ill. Termolabiles.

Tomado de Abriouel, et al., 2010 con modificaciones.

Para todos aquellos polipéptidos antimicrobianos de tamafio intermedio (10-30kDa) y otras
proteinas microbianas producidas por bacilos que no se incluyen en este esquema de
clasificacion se consideran dentro de la categoria BLIS, término referente a aquellas
sustancias inhibitorias de origen bacteriano descritas que no han sido suficientemente

caracterizadas para cumplir con cualquier clasificacién (Abriouel., 2010)

2.4. Mecanismo de accién

El mecanismo de accion de las bacteriocinas ha sido estudiado en algunos lantibioticos, que
son una clase de bacteriocinas modificadas post-traduccionalmente que contienen

aminoacidos inusuales como lantionina o metil lantionina.(Guzman., 2016) Se sabe que el



dafio causado por las bacteriocinas ocurre en la membrana citoplasmatica, esto sucede al
permeabilizar las membranas de las células sensibles, a través de la formacion de poros que
causan un desbalance idnico. La union de la bacteriocina a la membrana bacteriana se realiza
en primera instancia debido a la atraccion electrostatica entre los lipidos cargados
negativamente y la bacteriocina cargada positivamente. Esta carga positiva puede variar
dependiendo de la bacteriocina, algunas como la nisina poseen esta carga en sus extremos C
terminal, a diferencia de la pediocina cuya carga neta se encuentra en el extremo N-terminal.
Debido a la formacién de los poros una disipacion de la fuerza motriz proténica (FMP) se
Ileva acabo, esta fuerza esté relacionada directamente con la produccion de ATP, sintesis y
rotacion de flagelos, asi como de las proteinas de transporte. EI ATP es hidrolizado y la
reserva de aminodacidos son liberados por la célula a través del poro formado, por lo tanto, a
partir de este suceso se genera la lisis celular. La informacion experimental que se tiene hasta
la fecha estima que la formacion de poros tiene lugar en milisegundos (Guzman, 2016).

Las cepas que producen bacteriocinas cuentan con proteinas de inmunidad que les brindan
autoproteccion contra la accion de estos péptidos, tales proteinas son especificas para sus
propias bacteriocinas (Salazar-Marroquin, 2016). En el caso de la bacteriocina nisina, estas
proteinas de inmunidad son transportadores del tipo ABC llamada Nis FEG, que alejan a la

nisina de la membrana (Zainab., 2014).

2.5. Bacillus

El género Bacillus incluye muchas especies de bacilos grampositivos aerobios o facultativos
generadores de esporas. Con la excepcion de una sola especie, B. anthracis, son saprofitos
de baja virulencia difundidos en el aire, tierra, agua, polvo y productos animales. EI género
se compone de microorganismos en forma de baston que pueden variar de cocobacilares a
filamentos encadenados relativamente largos. Las cepas moviles tienen flagelos peritricos.
forman esporas redondas u ovaladas, el desarrollo se obtiene con medios normales incubados
a 28 °C. Las colonias se caracterizan por una superficie rugosa e irregular con multiples

extensiones de bordes rizados que se asemejan a una “cabeza de Medusa” (Kanneth., 2011).



2.6. Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis es una bacteria grampositiva esporogénica con propiedades
insecticidas debido a la sintesis de proteinas cristalinas y citotoxicas que acumula durante la
esporulacion. De igual manera produce pequefios péptidos con actividad bacteriostatica y
bactericida contra patégenos de importancia clinica llamados bacteriocinas (Cherif., 2001)
B. thuringiensis SF361 aislada de miel de girasol fue seleccionada para caracterizar la
naturaleza de la actividad antimicrobiana que mostré un alto nivel de actividad antagonica
contra patdgenos gram positivos que pueden estar presentes en los alimentos. (Lee, 2009).
B. thuringiensis también produce bacteriocinas al final de la fase exponencial y en la
estacionaria. Estas bacteriocinas posiblemente podrian proporcionar alternativas viables al
uso de la nisina y otros antimicrobianos utilizados en la industria alimentaria (De la Fuente-
Salcido., 2013) con el fin de aumentar el espectro de actividad frente a microorganismos
patogenos.

Las bacteriocinas de Bacillus thuringiensis tienen masas moleculares que varian de 3 a 12
kDa, son estables en condiciones acidas y alcalinas (pH 3-10), y también son
termorresistentes, incluso a 121 °C (Ahern, 2003). Se han descrito actividades antibioticas,
antifingicas y anticancerosas para bacteriocinas producidas por cepas de Bacillus
thuringiensis (Cherif., 2003).

Hasta la fecha, han sido reportadas 18 bacteriocinas sintetizadas por B. thuringiensis (De la
Fuente-Salcido.,2013): thuricina Bnl, bacthuricina F103, bacthuricina F4, entomocina 9,
entomocina 110, entomocina 420, morricina 269, kurstacina 287, kenyacina 404,
tolworthcina 524, tochicina, thuricina, thuricina CD, thurincina H , thuricina S, thuricina 17,
thuricina 439 y thuricina 7, han sido reportados de varias subespecies, incluyendo morrisoni,

kurstaki, kenyae, entomocidus, tolworthi, tochigiensis y thuringiensis (Tabla II).



TABLA I1. Bacteriocinas sintetizadas por diferentes cepas de Bacillus thuringiensis

Hacteriooin Muolecular mass (kla) Producer strain (subsp. )
Al Thuricin 04950 HIX2 {thuringiensis)
Ihuricin & 3037 HIN 98 (emtomocids)

9 (ertormocidis)
HI 10 (entomocidus)
HIX 25 (tofwortfay)

Thuricin Bnl 3.139 Bl (kurstaki)
Thurincin H ER I HE361
Hacthuricin F4 R ET BUPMA (kurstaki)
Thuricin 17 3072 Bt non-Hradyrhizodium
Erntosmocin 110 4 Y HI 10 (entomocidus)
All Thuricin €12 I - 2,760 LI 6431
Im-f 2860
Thuricirn 43% (A) 2,919 B439
(E5) 28003
E3l Nomoin 269 ~o TOLOND LENT 269 (morrisoni)
Kurstacin 287 ~ TN LEIT287 (kurstaki)
kenyacin 404 ~a T OLONED LEIT404 (kenyvae)
Entosmaocin 4200 ~o TN LEIT42(Merstoarmoncicdis)
Tolworthoin 524 ~1 0LAKHD LEIT524 (tolworthi)
Tochicin 10 5040 HI6E (tochigionsis)
Bacthuricind 1003 ~ TN BLIMPTO3
Thuricin 7 116001 BMLT.TF
Ervtowmoacin 9 124001 HLY {ertomocious)

Tomado de De la Fuente-Salcido., 2013.

2.7. Bacillus cereus
Dentro del genero Bacillus, esta especie tiene las mayores probabilidades de ocasionar una

infeccion oportunista. Bacillus cereus también puede ocasionar intoxicaciones alimentarias
por medio de enterotoxinas,una de éstas actia mediante la estimulacion de adenilato ciclasa
y la excrecion de liquidos de igual manera que Escherichia coli toxigena y Vibrio cholerae.

Bacillus cereus produce toxina piogénica y enterotoxina (Kanneth., 2011).

2.8. Thurincina H

La thurincina H es un péptido antimicrobiano de 31 residuos de aminoacidos sintetizado
ribosomalmente, con una masa molecular de aproximadamente 3139.51 Da producido por B.
thuringiensis SF361, una cepa aislada de la miel de girasol doméstica estadounidense (Lee.,
2009).



2.9. Actividad antimicrobiana

Esta bacteriocina tiene actividad inhibidora frente a una amplia gama de bacterias gram
positivas, que incluyen diferentes patdgenos transmitidos por los alimentos y bacterias de
deterioro, como Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Micrococcus spp., Listeria
innocua, Listeria ivanovii, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus ATCC 8095, S.
aureus ATCC 9144, Carnobacterium maltaromaticum (Hyungjae., 2009). Adicionalmente
se ha reportado que Bacillus thuringiensis subsp. morrisoni, también sintetiza la Thurincina
H (Casados-Vazquez., 2016), tiene actividad contra bacterias grampositivas (Bacillus cereus,
Listeria innocua, Staphylococcus aureus, Staphylococcus xylosus y Streptococcus pyogenes)
y gramnegativas (Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Klebsiella. pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa y Salmonella spp.) (De la Fuente-Salcido., 2008).

2.10. Estructura y caracteristicas generales

La Thurincina H tiene en su estructura cuatro puentes tioéter azufre-a-carbono unicos (Figura
1), que es un tipo de enlace diferente al de las estructuras del grupo ampliamente estudiado
de lantibidticos de clase I, ya que la estructura de lantibidticos se mantiene por puentes de
azufre-p-carbono (Wang., 2014). Los 31 amino&cidos maduros de la Thurincina H presentan
un esqueleto helicoidal que se pliega a una estructura en horquilla manteniendo unidos a los
atomos de azufre de las cuatro cisteinas (Cys4, Cys7, Cys10 y Cys13) con los carbonos de
una asparagina (Asn19), dos treoninas (Thr22 y Thr25) y una serina (Ser28) (Sit., 2011)

Cys 4 NH Cys7 Cys 10 Cys 13
]\WH o H O H O o H
HoN N\)\H WN\)L” “NJ\Q ONQLH N\)L N\/J\ ki
0> 0O : O = :
= g OH \‘/ o : o Oo NH
HN \ \ »Kfo
S S 5 ﬁ HN CO,H
% \_OH HgNoc ry
M g HOra iy 2 @ 4if oy « @ 0 4 HY
HOZCAH)K(N N \N\H/\HJ\/N HJ\‘/NY\N \Nmﬂ 7’/5\
0 Nt O o) @ R
Ser 28 Thr 25 Thr 22 Asn 19

Figura 1. Estructura de la Thurincina H tomado de Sit ., 2011.



2.11. Cluster genético

La Thurincina H al igual que otras bacteriocinas requiere de ciertos genes que le ayuden al
plegado, procesamiento e inmunidad. Estos genes se codifican dentro de operones o clusteres,
Thurincina H esta codificada dentro de un clister compuesto por 10 genes (Fig. 2). La
prediccion de la funcidén de estos genes inicialmente se hizo mediante homologia de
proteinas. (Lee., 2009). Por homologia se determind que thnB codifica una enzima altamente
homologa a AlbA, la cual es la enzima que ayuda a madurar a subtilosina A y pertenece a la
familia radical SAM (S-adenosilmetionina), enzima que cataliza la formacion de 4 enlaces
tioéter en el péptido precursor (Qi Zhang., 2012). Posteriormente thnB se clond y expresé en
una cepa de E. coli para después ser purificado por cromatografia de afinidad iénica, para
explorar el papel de thnB en la maduracion de la thurincina H, se encontré que la enzima
radical SAM cataliza la formacion del enlace tioéter en el precursor thnA (Wieckowski.,
2015).

Para estudiar la funcion del gen thnR en el cassette genético, se generaron varias
construcciones con o sin thnR para la expresion en Bacillus thuringiensis subsp morrisoni.
Todos los transformantes que albergan thnR en plasmidos recombinantes mostraron una
disminucion de 15 a 90% en la actividad inhibitoria contra la cepa objetivo, Bacillus cereus
183, lo que sugiere que thnR, de hecho, funciona como un regulador negativo de la
transcripcion del cluster de thurincina H. Segun la homologia de secuencia, thnR se clasificd
como un miembro de la subfamilia YtrA de la superfamilia GntR de reguladores
transcripcionales (Casados-Vazquez., 2017).

Para identificar los genes responsables de la inmunidad, se generaron construcciones que se
utilizaron para transformar una cepa natural de B. thuringiensis sensible a la thurincina H (es
decir, Btk 404). Se evalué la susceptibilidad o resistencia a la bacteriocina en los
recombinantes resultantes. Cuando Btk 404 / pHT3101ThnARDEP y Btk 404 / pHT3101-
ThnABTI se expusieron a thurincina H, la inmunidad se demostré en la primera, lo que indica
el gen thnl por si solo no juega un papel en la resistencia a la bacteriocina como se propuso
anteriormente. Se demostro por primera vez que el pequefio operdn compuesto de thnR, thnD
y thnE es necesario para la inmunidad de B. thuringiensis a la thurincin H, y thnl no es

necesario para esta respuesta (Casados-Vazquez., 2018)
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Por analisis in silico se le ha atribuido al gen thnP que codifica para una serin-proteasa de la
familia S8 encargada del corte del péptido sefial y al gen thnT se le atribuye codificar para
una proteina de secrecion, aungue esto es solo por homologia con proteinas presentes en otros

clusteres genéticos (Lee., 2009).

Proteina de Regulat;‘.lor. Enzima Radical SAM Proteina con funcion
membrana transcripcional desconocida

thn B Thnl

| | !

Serin-proteasa ATPasa GF"‘ES estructurales Proteina de secrecian
Peptido precursor

thnAl,thnA2 y thnA3

Figura 2. Representacion gréafica del claster genético de la Thurincina H. Modificada de Casados-Véazquez.,
2016.

2.12. Vector pHT3101

La clave en la manipulacion genética de Bacillus thuringiensis ha sido el desarrollo de
vectores de clonacion estables, especialmente los vectores lanzadera, los cuales contienen
origenes de replicacion derivados de plasmidos residentes de Bacillus thuringiensis. Los
vectores lanzadera son vectores de clonacion que se replican en células de mas de un
organismo, por lo que tienen los origenes de replicacion de varios hospederos, por ejemplo
Escherichia coli y Bacillus thuringiensis (Ochoa & Lopez, 2012).

La construccién del vector lanzadera pHT3101 de Bacillus thuringiensis se realiz6 a partir
del plasmido pHT1030 (Lereclus., 1989). El vector pHT3101 (Fig. 3) permite la seleccion de

bacterias transformantes de Escherichia coli resistentes a ampicilina y transformantes de
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Bacillus thuringiensis con eritromicina. Es uno de los vectores mas utilizados para la
construccién de cepas recombinantes de Bacillus thuringiensis (Ochoa & Lépez, 2012).

Se ha usado el vector pHT3101 en el Laboratorio de biotecnologia y microbiologia molecular
de la Universidad de Guanajuato en distintas investigaciones para aclarar el papel de los
genes de inmunidad, asi como otros genes, el uso de este vector ha sido tan efectivo que
incluso se ha clonado y expresado el clister completo de la Thurincina H en dicho vector y
el rendimiento de expresion ha sido alto. Esto se debe a que este plasmido tiene un nimero
bajo de copias, 4 por cromosoma, en lugar de pHT315(vector usado en investigaciones
referentes a la thurincina H en otros laboratorios), estimado en 15 copias por cromosoma, ya
que se ha observado previamente que un aumento en el nimero de copias de un gen objetivo

podria afectar la sintesis de una proteina nativa en B. thuringiensis (Oros-Flores., 2018).

F__=%____=
(Ball/BamHI) 'E: CEE IR
@ T
(SspUBall) Hpal BamHl  (KpnliSspl) 2zt e
Hllnu'lll Alccl Hilncll Hingll
| P
pPHT3101 L IS
-+ - C—
(6. 6kbp) ori Bth, Em” apt ori Ec.
(2.9kbp) {1kbp) { pUcle : 2.7kbp)

e SN

Figura3. Vector pHT3101. Tomado de Lereclus, 1989.

3. MARCO DE REFERENCIA

Se han reportado diversas cepas de Bacillus thuringiensis con altos niveles de actividad
antibacterial contra bacterias tanto grampositivas como gramnegativas (De la Fuente-
Salcido., 2013). En el 2008, Lee y colaboradores aislaron bacterias de diferentes variedades
de miel y encontraron gue el 92.5 % de las bacterias producian compuestos antimicrobianos;
posteriormente en 2009 el mismo grupo de investigadores selecciond un aislado de miel de
girasol donde fue encontrada a B. thuringiensis SF361, esta cepa fue estudiada para

determinar la naturaleza de su actividad antimicrobiana. Lograron purificar y secuenciar el
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amino terminal de la bacteriocina que denominaron Thurincina H, a partir de esto dedujeron
los genes estructurales y siete genes mas que probablemente estaban implicados en la
biosintesis (Lee., 2009).

El cluster de la Thurincina H estd compuesto por 10 genes, tres de estos genes codifican para
el pre-péptido, se encuentran en tindem de tres copias idénticas y fueron denominados thnA1,
thnA2 y thnA3; ademas de éstos, cuenta con el gen thnP que codifica para una proteina con
homologia a una serin-proteasa de la familia S8 que puede ser la encargada del corte del
péptido sefal; thnB que codifica la enzima radical SAM, que es la encargada de llevar a cabo
las modificaciones post-traduccionales (Wieckowski., 2015); thnD proteina de unién a ATP
responsable de la hidrdlisis de éste, thnE para una proteinas transmembranal y thnT para una
proteina de secrecién, los tres genes forman parte del sistema de transporte del tipo ABC,
cabe mencionar que thnE y thnD estan implicados en el mecanismo de inmunidad de la
bacteriocina (Casados-Vazquez., 2018) mientras que, thnT se ha sugerido que puede actuar
en el mecanismo de secrecion de la Thurincina H; thnR codifica para un regulador
transcripcional de la familia GntR y thnl codifica para una proteina de la que no se conoce
su funcion (Lee., 2009)

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aunque son muchas las bacterias acido-lacticas que producen bacteriocinas, s6lo una de
ellas, la nisina, sintetizada por L.lactis(Generalmente Reconocida Como Segura) es
comercializada de manera semipurificada, sin embargo, su uso es limitado ya que no es
efectiva frente a bacterias gramnegativas. y su actividad se ve afectada en pH alcalinos. Por
este motivo ha surgido la necesidad de buscar nuevas bacteriocinas con actividad contra
bacterias tanto grampositivas como gramnegativas y que ademas sean estables a diferentes
pH y temperaturas. En este contexto se han descubierto nuevas bacteriocinas, entre ellas las
sintetizadas por Bacillus thuringiensis (Bt). En el Laboratorio se ha caracterizado a la
Thurincina H, activa contra amplio rango de patogenos y estable en valores de pH acido y

alcalino; ademas de ser resistente a temperaturas elevadas. La Thurincina H esta codificada
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en un cluaster integrado por diez genes (thnP, thnE, thnD, thnR, thnAl, A2, A3, thnB, thnT y
thnl) de los cuales ocho de ellos ya han sido analizados e identificado su actividad. Se
desconoce si thnP y thnT son genes indispensables para que se lleve a cabo la sintesis de la
thurincina, por lo que, en este trabajo nos planteamos realizar mutantes delecionales que nos

permitan ver si estos dos genes son esenciales para llevar a cabo la sintesis.

5. JUSTIFICACION

En los ultimos afios los problemas de salud en México han orientado a la investigacion hacia
el desarrollo de alternativas al uso de aditivos artificiales utilizados en la industria alimentaria
como conservadores para prevenir la contaminacion por agentes microbianos y las
enfermedades causadas por ellos, sustituyéndolos por conservadores naturales e inocuos que
proporcionen una eficacia similar o incluso superior a la de los artificiales. Debido a lo
anterior, las bacteriocinas se han postulado como un sustituto natural a los conservadores
quimicos, para ello es necesario caracterizar cada uno de los genes que componen a dichas
bacteriocinas. En el Laboratorio de Biotecnologia y Microbiologia Molecular de la
Universidad de Guanajuato se ha caracterizado a la Thurincina H, activa contra un amplio
rango de patogenos y estable a pH acido y alcalino; ademas de ser resistente a temperaturas
elevadas, sin embargo, se desconoce si los genes thnP y thnT juegan un papel crucial para la
sintesis y funcionamiento de la bacteriocina. Conocer si estos genes son esenciales en la
biosintesis de la Thurincina H nos generard conocimiento para continuar con la
caracterizacion del cluster para posteriormente realizar modificaciones y mejorar su

rendimiento y obtencidn en cepas reconocidas como seguras.
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Generar mutantes en las que se hayan eliminado los genes thnP y thnT del claster pThur y
medir el efecto sobre la sintesis de Thurincina H en una cepa heter6loga de Bacillus

thuringiensis.

6.2. Objetivos especificos

1. Eliminar los genes thnP y thnT que estan presentes en el claster pThur mediante
mutagénesis dirigida.
2. Probar el efecto de las mutantes carentes de los genes thnP y thnT y comparar con el

claster completo en una cepa heterdloga de Bacillus thuringiensis.

7. HIPOTESIS

Las proteinas codificadas por los genes thnP y thnT son esenciales para la obtencion de la
bacteriocina Thurincina H activa. Al estar ausente el gen thnP que codifica para una serin-
proteasa de la familia S8 encargada del corte del péptido sefial la bacteriocina no contintia su
maduracion por lo que esta proteina deja de ser funcional. Mientras que en ausencia del gen
thnT el cual codifica para una proteina de secrecion que forma parte del sistema de transporte

del tipo ABC, la bacteriocina no puede ser liberada al medio.
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8. DISENO DE LA INVESTIGACION

8.1. Tipo de estudio

Cuantitativo

Cualitativo

8.2. Universo del estudio

Cepa de Escherichia coli TOP 10

Cepa de Escherichia coli ET12567

Cepa de Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki Cry-B
Cepa de Bacillus thuringiensis subsp. kenyae LBIT404

Muestra de extracto crudo Thurincina H

8.3. Tamano de muestra

1 colonia de cepa E. coli TOP10

1 colonia de cepa E.coli ET12567

1 colonia de Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki Cry-B

1 colonia de Bacillus thuringiensis subsp. kenyae LBIT404

105 muestras de 25 mL de B. thuringiensis subsp. kurstaki Cry-B (diferentes
construcciones, duplicado)

105 muestras de 25 mL de B. thuringiensis subsp. kenyae LBIT404(diferentes
construcciones, duplicado)

105 muestras de 90 pl de extracto crudo Thurincina H obtenidos de B. thuringiensis
subsp. kurstaki Cry-B (diferentes construcciones, duplicado)

105 muestras de 90 pl de extracro crudo Thurincina H obtenidos de B. thuringiensis

subsp. kenyae LBIT404(diferentes construcciones, duplicado)

8.4. Sede y lugar de estudio

Laboratorio de Biotecnologia y microbiologia molecular de la Division de Ciencias
de la Vida, del Campus Irapuato-Salamanca, de la Universidad de Guanajuato

8.5. Criterios de seleccién

Fenotipos observables

16



8.6. Recursos humanos

D.C. LUZ EDITH CASADOS Docente Investigador de la Divisién de Ciencias de la
VAZQUEZ Vida, del Campus Irapuato-Salamanca, de Ila
Universidad de Guanajuato

M.C. PATRICIA GUADALUPE | Docente de la Facultad de Ciencias Quimicas - BUAP
SUAREZ ALBORES
AXEL PINA FLORES ‘ Estudiante de la Facultad de Ciencias Quimicas - BUAP

8.7. Recursos. financieros

El presente trabajo de investigacion se realizo bajo la direccion de la D.C. Luz Edith Casados
Véazquez en el Laboratorio de Biotecnologia y Microbiologia Molecular de la Division de
Ciencias de la Vida, del Campus Irapuato-Salamanca, de la Universidad de Guanajuato. El
estudiante conto con beca para estudiante nivel 1 proveniente del proyecto con nimero 3664
de la convocatoria Atencion a Problemas Nacionales 2016.

8.8 Disefio estadistico

Determinacion de los siguientes parametros:
e Sensibilidad
e Repetibilidad
e Reproducibilidad
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9. METODOLOGIA

9.1 Diagrama general de trabajo

Amplificacion mediante PCR de AP (thnE, thnD, thnR) y AT(thnB) a partir del
cluster biosintético de la Thurincina H (pThurH/pHT3101)

. 4

Ligacion de insertos AP y AT con los vectores C7 y
c8pP

e =

Transformacion de APC7 (sin thnP) y ATCS8P (sin thnT y thnl) en células
electrocompetentes E.coli ET12567

¥

Extraccion de DNA plasmidico mediante CTAB de ET12567 para
posteriormente transformar en las cepas heterélogas B. thuringiensis subsp.
kenyae LBIT404 Y B. thuringiensis subsp. kurstaki Cry-B,

= S

Cultivo de cada cepa en TSB, a 28 °C con agitacion, se
colecta muestraalas 3, 6,9, 12, 24, 36 y 48 h.

s 2

Precipitacion de la proteina con (NH4).SOa al 40 %
durante 16h a 28 °C

2

Dialisis con Buffer de Fosfatos de Potasio al 50 mM

pH 7.0
Cuantificacién de extracto Determinacion de actividad
crudo mediante Bradford antimicrobiana mediante el

método de difusion en pozo.
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9.2. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo.

Escherichia coli TOP10 fue usada para propagar los plasmidos, E. coli ET12567 se utilizd
para obtener DNA no metilado necesario para la transformacién en B. thuringiensis; ambas
cepas se crecieron a 37 °C y 200 rpm de agitacion en caldo Luria-Bertani (LB) (Invitrogen,
Carslbad CA, USA). Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki Cry B, Bacillus thuringiensis
subsp. kenyae LBIT404 (Btk 04) y Bacillus cereus fueron crecidas a 28 °C con 200 rpm de
agitacion en caldo soya tripticaseina (TSB) o agar de soya tripticaseina (TSA)(Becton-
Dickinson, Cuautitlan Izcalli, Estado de México, México).

Tabla I11. Cepas utilizadas y su justificacion.

Cepas utilizadas Justificacion
Escherichia coli TOP10 Propagacion de plasmidos
Escherichia coli ET12567 Obtencion de ADN no metilado

Bacillus thuringiensis subsp. kenyae Cepa heteréloga para medir expresion de las
LBIT404 (Btk 04) construcciones

Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki Cry'B  Cepa heterdloga para medir la expresion de

las construcciones

Bacillus cereus Cepa indicadora para medir la actividad

antimicrobiana

9.3. Eliminacion de los genes thnP y thnT del cluster pThur

Para realizar la eliminacion de los genes de interés partimos de dos construcciones que
contenian los siguientes elementos: C8P con los genes thnP, thnE, thnD, thnR y los tres genes
estructurales thnAl, A2, A3 y C7 inicia con el promotor pThur, los tres genes estructurales y
los genes thnB, thnT y thnl. Para eliminar el gen thnP (construccion nombrada APC7 ver
tabla V1) se utilizard la construccion C7 como base y a partir de la clona C8P se amplificaron
los genes thnE, thnD, thnR. No fue necesario amplificar los estructurales porgue esos ya estan
dentro de la construccion base C7. La amplificacion se hizé con oligonucledtidos especificos

(Tabla 1V) que contenian el sitio de restriccion para EcoRI. Los reactivos utilizados fueron
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las siguientes: ~ 50 ng de DNA plasmidico, 1X de Buffer de Tag DNA polimerasa, 2.5 mM
de MgCl,, 0.2 uM de cada oligonucleétido, 0.2 mM de dNTP’s, y 1 U de Taqg DNA
Polimerasa. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 98 °C durante 30 s,
seguido de 30 ciclos de 10sa 98 °Cy 30 s a 55 °C (Figura 4), el tiempo de amplificacion de
2.5 mina 72 °C con una extension final de 72 °C durante 7 min (Casados-Vazquez., 2017).

Figura 4. Condiciones de amplificacién, tomado y modificado de Casados-Vazquez., 2017.

88°C 88°C
\ T2°0 =
f/  30s 105 A . 2
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\
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/! {uh ] ll. |

Para la eliminacion de thnT (construccion llamada ATCSP tabla VI) se realiz6 la misma
estrategia, pero se usé como base la construccion C8P y se amplifico el gen thnB con
oligonucleodtidos especificos (Tabla 1V) con sitio Pstl. La construccion C7 y el fragmento
thnEDR fueron digeridos con EcoRI y purificados, la construccion C8P y el fragmento thnB
fueron digeridos con Pstl, cabe mencionar que los vectores fueron desfosforilados antes de
la purificacion

Una vez obtenidos los fragmentos digeridos y purificados se procedid a realizar la ligacion
utilizando 50 ng del vector y 65 ng del inserto. Para la ligacion se utilizo T4 DNA ligasa
(NEB) conforme a las especificaciones. La reaccion de ligacion se incub6 16 h a 16°C y
posteriormente se dializo y transformo en células de E. coli TOP10 electrocompetentes. Se
monitorearon algunas colonias por ensayo de restriccion con la enzima adecuada: EcoRI para
APC7 y Pstl para ATC8P. Dado que la ligacion de cada inserto se realizd con una sola enzima
de restriccion las colonias positivas fueron analizadas para determinar el sentido de la

clonacion. El analisis se realizé por PCR utilizando los oligonucle6tidos de la tabla V.
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Tabla IV. Oligonucleétidos usados para la amplificacion de AP y AT.

Nombre Secuencia

ThnPTermFw/EcoR1 5" CCGGAATTCAAAATCACCTCTTGATATTTATGTATAATCC % AP
¥%PromRRV/EcoR1 5 CCGGAATTCTTTTTATAATTTATAATGTTAACTGTGTATG 3
Y%UpstSAMFw/Pst1 5 CAAAACTGCAGAATTAGGACTTATTCTAATGACAAAC 3 AT

TermSAMRV/PstINew  5"CAAAACTGCAGCCTCTTTCTCCTCCTTTGTCTATTTATT 3

Tabla V. Oligonucle6tidos usados para determinar el sentido de ligacion.

Nombre Secuencia

Upstream SAM-Rv/Pstl  5"CAAAACTGCAGCGTTTTCGATAAATTTATAAATTTATAGG3’
ThnR-Fw/EcoRlI 5" CCGGAATTCTCATTTTTCATTCTCCTCCTC 3

ThnR-Rv/EcoRI 5" CCGGAATTCATGAAAATAGTCTTAAGTAATGTATC 3

Prom Thur Fw/Sphl 5 ACATGCATGCGCAGTTTAACAAGATATACTGCG3’
ThnTUpsRv/EcoRlI 5"CCGGAATTCCTTTCTCCTCCTTTGTCTATTTATTATATTAATTTACG 3
ThnB-New-Fw 5" CACATATTGTGATTGCGCCTGATGG 3

9.4. Extraccion de ADN plasmidico

En tubos de 1.5 mL se concentraron 3 mL de células a 12 000 rpm por 1 minuto,
posteriormente se agregaron 200 pL de STET vy se resuspendio el boton celular con vortex.
Posteriormente 4 uL de lisozima a 50 mg/mL se agregaron y se incubaron las muestras a 37
°C durante 5 minutos. Transcurrido el periodo de incubacién, los tubos fueron hervidos
durante 1 minuto y posteriormente se centrifugaron a 13 000 rpm. Se elimino el boton
formado al fondo del tubo con un palillo y se agregaron 8 uL de CTAB al 5 %, se
centrifugaron los tubos a 13 000 rpm por 5 minutos. Se descarto el sobrenadante y se
resuspendio el botdn con 300 pL de NaCl 1.2 M y 750 uL de etanol absoluto. Se centrifugo
durante 10 minutos a 13 000 rpm y se tir0 el sobrenadante. Se agregaron 700 uL de etanol al
70 % y se agito mediante vortex, se centrifugaron los tubos por 5 minutos a 13 000 rpm y se
decant6. Finalmente, se resuspendio el DNA en 30 mL de agua destilada. EI DNA se

almaceno a -20 °C para posteriores usos.
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Figura 5. Diagrama general extraccién de ADN plasmidico mediante CTAB.

Tabla V1. Tabla de abreviaturas

Abreviatura

Descripcion

C26pThurH  pHT3101/thnP, thnE, thnD, thnR, thnAl, thnA2, thnA3, thnB, thnT ,thnl
C8pP pHT3101/ thnP, thnE, thnD, thnR, thnAl, thnA2, thnA3

c7 pHT3101/ thnA1, thnA2, thnA3, thnB, thnT,thnl

AP thnE,thnD,thnR

AT ThnB

APC7 pHT3101/then, thnD, thnR, thnal, thna2, thna3, thnB, thnT, thnl
ATCS8P pHT3101/thnP, thnE, thnD, thnR, thnAl, thnA2, thnA3, thnB
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9.5. Preparacion de células electrocompetentes y transformacién de E. coli TOP10y
ET12567

Escherichia coli TOP 10 se cultivo en 5 mL de caldo Luria Bertani (LB) a 37 °C, 200 rpm
por 16 horas. Sé tomo 1 mL de precultivo y se inoculo en 100 mL de medio 2XYT
(Triptonal6 g/L, extracto de levadura 10 g/L y cloruro de sodio 5 g/L, se ajusta el pH a 6.8).
El cultivo se incubo a 37 °C con agitacion a 200 rpm hasta alcanzar una D.O. (Abs 600nm)
de 0.5. Inmediatamente el matraz se colocé en un bafio de hielo por 15 minutos y después se
centrifugo en frio a 4000 rpm por 20 minutos. Se desecho el sobrenadante y se resuspendieron
las células con 40 mL de glicerol frio al 10 % y se centrifugaron a 4000 rpm por 10 minutos.
Los lavados con glicerol frio al 10 % se repitieron utilizando volimenes de 30 mL, 20 mL y
3 mL respectivamente. Finalmente, las células se resuspendieron en un volumen final de 300
mL de glicerol al 10 %, se hicieron alicuotas de 50 pL en tubos de 1.5 mL y se congelaron a
-80 °C. Para la transformacion se descongelo una alicuota de 50 uL y se le coloco el DNA a
transformar, en caso de ser DNA de ligacion éste se debera dializar por 20 min en agua
bidestilada. Una vez mezclado el DNAy las células se colocaron en celdas de electroporacion
y se les di6 un pulso eléctrico a 2 kV. Después del pulso se les agregara 1 mL de LB sin
antibidticos, se transfiridé a un tubo de 1.5 mL y se incubo por 1 h a 37 °C con 200 rpm de
agitacion. Una vez terminado el periodo de incubacion se plaquearon 100 uL y el resto de la
transformacion en cajas con el antibidtico adecuado y se incubaron a 37 °C durante una noche
(Figura 6).

El procedimiento es el mismo para realizar las electrocompetentes de E. coli ET12567, solo
que en lugar de utilizar LB sin antibioticos se trabajo con LB con kanamicinay cloranfenicol
ambos a 25 pug/mL. La transformacion fue espatulada en cajas con estos antibidticos y
ampicilina a 100 pg/mL (Figura 7) (Cordero., 2011).
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Figura 6. Diagrama general “Preparacion de células electrocompetentes E. coli TOP10 y ET12567”

Figura 7. Diagrama general “Transformacion de células electrocompetentes E. coli TOP10 y ET12567”
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9.6. Preparacion de células electrocompetentes y transformacion de B. thuringiensis
subsp. kenyae LBIT404 y B. thuringiensis subsp. kurstaki Cry-B

Se prepararon células electrocompetentes como describe Cordero., (2011) con algunas
modificaciones menores. Se cultivo B. thuringiensis en 3 mL de caldo de soya tripticaseina
(TSB) se incubara 16 horas a 37 °C con agitacion a 200 rpm. Se tomaron 2 mL del cultivo y
se pasaron a 200 mL de TSB, se incubaron a 37 °C a 200 rpm hasta alcanzar una D.O. (600
nm) entre 0.2 y 0.4. Se dividid el cultivo en tubos de 50 mL y se centrifugaron a 5000 x g
por 10 minutos a 4 °C, se descargd el sobrenadante y se afiadieron 10 mL de Buffer de
electroporacién frio (sacarosa 250 mM, Mg Cl,1 mm, Hepes 1 mM, glicerol 10 %,
esterilizado en autoclave), se resuspendieron las células y se centrifugaron los tubos a 3900
X g por 5 minutos a 4 °C, se descarto el sobrenadante y se repitio el lavado 4 veces mas.
Después del ultimo lavado se resuspendieron las células en 1.3 mL de buffer de
electroporacion y se hicieron alicuotas de 100 pL (Figura VIII). Para transformar se
mezclaron aproximadamente 300 ng de DNA plasmidico no metilado (producido en E. coli
ET12567) con 100 pL de células electrocompetentes de Btk 404 o Bt CryB, la
electroporacion se llevo acabo usando un electroporador BTX ECM630 (San Diego CA, EE.
UU.) Establecido en 2.0 kv, 300 Q y 25 uF y un tiempo de exposicion entre 4.5 y 6 ms.
Después del pulso se afiadio 1ml de medio BHI y se incubaron a 37 °C a 200 rpm durante 2
horas. Las celulas transformadas se seleccionaron haciéndolas crecer en TSA suplementado
con eritromicina (25 pg/mL) a 37 °C durante toda la noche.

Se transformaron las construcciones APC7, ATCP8, pThur y el vector pHT3101 en células
de Bacillus thuringiensis subsp. kenyae LBIT 404 y Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki
Cry'B (Figura 9).
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Figura 8. Diagrama general “Preparacion de células electrocompetentes B. thuringiensis subsp. kenyae
LBIT404 y B. thuringiensis subsp. kurstaki Cry-B

Figura 9. Diagrama general “Transformacion de células electrocompetentes B. thuringiensis subsp. kenyae
LBIT404 y B. thuringiensis subsp. kurstaki Cry-B
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9.7. Produccion de Thurincina H

Una colonia de cada una de las transformantes de Btk 404 y Cry B y de las cepas silvestres
se cultivaron en 5 mL de TSB durante la noche a 28 °C y 200 rpm, se usé 1 mL (D.Ogoo de
6) de cada precultivo para inocular 200 mL de TSB con o sin eritromicina (25 pg/mL) segln
corresponda. Los cultivos se incubaron a 28 °C, 200 rpm, y se tomaron 25 mL de muestra de
cada uno alas 3, 6, 9, 12, 24, 36, y 48 h, cada muestra se centrifugo a 5000 x g durante 10
minutos a 4 °C. Los sobrenadantes se colectaron y las proteinas se precipitaron mediante la
adicion de sulfato de amonio al 40 % de saturacion durante 16 h a 28 °C. Las muestras se
centrifugaron a 8000 x g durante 20 min a4 °C, y las proteinas precipitadas se resuspendieron
en 250 pL de buffer de fosfatos 50 mM (pH 7.0) y se dializaron 16 h a 4 °C en el mismo
buffer. Los extractos crudos dializados se cuantificaron mediante Bradford (BioRad,
Hercules CA, EE. UU.) La actividad de la bacteriocina se midi6 utilizando el método de
difusion en pozos (Figura 10).

Figura 10. Diagrama general “Produccion de Thurincina H”

27



9.8. Actividad antimicrobiana

Para medir la actividad antimicrobiana, los extractos proteicos obtenidos anteriormente se
probaron por el método de difusién en pozos. Para esto se mezclaron 20 mL de agar de pozos
(1.4 g/L de TSB y 12 g/L de agar bacterioldgico) con 140 puL (~1 x 10° células/mL) de
Bacillus cereus 163 que sirvié como bacteria indicadora por ser sensible a Thurincina H. La
mezcla se vertio en cajas Petri y se dejo solidificar. Una vez gelificadas se horadaron pozos
de 8 mm de didmetro en el agar y luego se afiadieron a cada pozo 90 uL de los diferentes
extractos crudos. Las cajas Petri se incubaron durante 16 h a 4 °C para permitir la difusion
de las muestras. Finalmente, los cultivos se incubaron a 28 °C durante 1 dia y después se
midieron los diametros de las zonas de inhibicidn y se calculé la actividad especifica (Figura
11)

Figura 11. Diagrama general “Actividad antimicrobiana mediante el método de pozos™.
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10. RESULTADOS Y DISCUSION

10.1. Amplificacion de AP y AT

En la figura 12 se muestra el diagrama representativo del clister genético de la Thurincina
H, clonado en el vector lanzadera pHT3101 el cual consta de 10 genes implicados en la
sintesis, procesamiento, maduracion e inmunidad del péptido antimicrobiano maduro y
activo. Contiene tres genes estructurales en tdndem que codifican para la Thurincina H
(thnAl, thnA2 y thnA3), el thnP codifica para una putativa serin-proteasa de la familia S8,
thnB codifica para la enzima radical SAM, encargada de llevar a cabo las modificaciones
post-traduccionales; thnD, thnE codifican para una proteina de union a ATP y una proteina
de transmembrana, respectivamente, ambas pertenecientes al sistema de trasporte ABC e
implicadas en el mecanismo de inmunidad y thnT, codifican para una proteina de transporte
de tipo ABC que podria estar implicada en la secrecion de la bacteriocina; thnR codifica para
un regulador transcripcional de la familia GntR y thnl codifica una proteina de la cual hasta

el momento no se conoce su funcion (Sit., 2011).

Figura 12. Cluster de la Thurincina H, clonado en el vector pHT3101. Modificada de Casados-Vazquezl.,
2016.

thn B thnl

pThurH- 14,700 bp

Se denomind AP al fragmento que contiene los genes thnE, thnD y thnR, el fragmento AT
contiene el gen thnB Unicamente. Estos fragmentos se clonaron dentro de dos construcciones
que contenian el resto de los genes necesarios para completar el cluster excluyendo los genes
de interés. Para AP se utilizé la construccion C7 y para AT la construccion C8P (Figuras 14
y 15). Para amplificar AP y AT se utilizO6 DNA plasmidico de la construccion pThur

(pHT3101 con el cluster completo de thurincina H). Primero se extrajo DNA de columna de
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la construccion pThur (Figura 13A). Se obtuvo un amplicon de ~2100 bp correspondiente al

tamafio de AP y otro amplicon ~1500 bp correspondiente a AT (Figura 13B).

bp bp

10000 — 110008
6000 ——

2000 ——
10000 —

1000 —— 2100 bp

2000 —
1500
1000 ——

T 1500bp

c 250 ——
250 —

Figura 13. DNA de columna del cluster genético de la thurincina H y amplificacion de AP y AT. A. Carril 1:
GeneRuler 1kb, Carril 2: DNA de columna del cluster genético de la Thurincina H B. Carril 1: GeneRuler 1kb,
Carril 2: Amplicon de AP correspondiente a 2100 Bp, Carril 3: Amplicon de AT correspondiente a 1500 bp.

10.2. Generacion de las construcciones APC7 y ATC8P

Para generar los plasmidos correspondientes, se utilizaron dos construcciones previamente
reportadas, cada una con la mitad del cluster genético responsable de producir la Thurincina
H madura y activa (C8P y C7) (Casados-Vazquez., 2016). Los plasmidos C8P y C7
contenian, respectivamente, los genes rio arriba (thnARDEP) y rio abajo (thnABTI) clonados
en el vector pHT3101, el cual es funcional para E. coli y B. thuringiensis. En las figuras 14

y 15 se esquematiza la estrategia general de ensamble para obtener dichos plasmidos.
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10.3. Estrategia de ensamble del plasmido APC7

C7/pHT3101- 11,150 bp pThUI’H-l4-7OO bp Y Prom B /EcoRL
Amphificar AP : r
Dhigenr con Eco BI v Ligar 2100 bp I

APC7-13,250 bp

Figura 14. Estrategia de ensamble para obtener la clona delecional APC7. La construccion se obtuvo utilizando el
casette genético C7 (Casados-Véazquez et al., 2016). (I) La construccién C7 abrié con EcoRl. (1, 11) A partir de la
construccion pThur se amplificaron los genes de thnEDR (AP), este amplicdn se digirié con EcoR1. (1V) Se ligé la
construccion C7 linealizado y el amplicon AP y se generd el plasmido APC7, que contiene los genes
thnEDRA(1,2,3),B,T,l de la thurincina H en pHT3101.

La construccion APC7 tiene un tamafio de 13,250 bp (11,150 bp de C7 y 2100 bp de AP).
Esta construccion contiene los genes que codifican para, un transportador ABC (thnE y
thnD), un regulador transcripcional (thnR), asi como los tres genes estructurales en tandem
(thnAl, thnA2 y thnA3) que codifican para la thurincina H; ademas, contiene el promotor
silvestre, el gen que codifica para la proteina radical SAM (thnB), el sistema de transporte
(thnT) y un gen del que hasta el momento se desconoce su funcién (thnl).

En esta estrategia de ensamblaje, se amplifica por PCR el fragmento thnE-thnR (AP) con
oligonucleo6tidos especificos y un Unico sitio de restriccidn para la clonacion del fragmento
thnEDR detrds de los genes estructurales en la construccion C7 linealizada mediante

digestion con EcoRlI. En la figura 16 Se muestra la construccion C7 (11,100 bp) clonada en
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el vector pHT3101 linealizada con EcoRI, se muestra la amplificacion de thnEDR (AP)
partiendo de la construccion pThur utilizando los oligonucledtidos ThnP Term Fw/ EcoRI —
% Prom Rv /EcoRlI (2,100 bp) (Tabla IV) listos para la ligacion, para la reaccion se usé una
relacion vector-inserto 1:5. La ligacion se transformo en células electrocompetentes de E.
coli Top10. Se monitorearon colonias mediante extraccion de DNA, digestion con EcoRI por
1hy se corri6 en un gel de agarosa al 1%.

10.4. Estrategia de ensamble del plasmido ATC8P

C8P/pHT3101- 11,000 bp pThurH-14,700 bp

Amplificar AT

1500 bp
Dhigenr con Petl v ligar

lw

' thn B

ATC8P-12,500 bp

Figura 15. Estrategia de ensamble para obtener la clona delecional ATC8P. La construccion se obtuvo utilizando
el caset genético C8P (Casados-Vazquez et al., 2016). (1) La construccion C8P se abrid con Pst 1. (1, I11) A partir
de la construccion C2 se amplifico el gen thnB(4T), este amplicdn se digirié con Pst 1. (1V) Se ligo la construccion
C8P linealizado con el amplicon ATy se gener6 el plasmido ATC8P, que contiene los genes thnPEDRA(1,2,3),B
de la thurincina H en pHT3101.
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La construccion ATCSP tiene un tamaiio de 12,600 bp (11,100 bp de C7 y 1500 bp de AP).
Esta construccion contiene los genes que codifican para una peptidasa de la familia S8 (thnP),
un transportador ABC (thnE y thnD), un regulador transcripcional (thnR), asi como los tres
genes estructurales en tindem (thnA1, thnA2 y thnA3) que codifican para la thurincina H, esta
construccioén contiene el promotor silvestre, el gen que codifica para la proteina radical SAM
(thnB). En esta estrategia de ensamblaje, se amplifica por PCR el fragmento thnB, con
oligonucle6tidos especificos y un unico sitio de restriccion para la clonacion del fragmento
thn B delante de los genes estructurales en la construccion C8P linealizada mediante digestion
con Pstl. En la figura 16, se muestra la amplificacion de thnB(AT) partiendo de la
construccion C2 utilizando los oligonucledtidos %2 Ups SAM Fw/ Pstl — Term SAM Rv/Pstl
(1500 bp) (Tabla 1V). En la figura 16 se muestra la construccion C8P (11,100 bp) clonada en
el vector pHT3101 linealizada con Pstl. EI amplicon de thnB (AT) y la construccion C8P
listos para la ligacion se utilizo una relacion vector-inserto 1:5. La ligacion se transformo en
células electrocompetentes de E. coli Top10. Se monitorearon colonias mediante extraccion

de DNA, digestion con Pstl por 1hy se corrié en un gel de agarosa al 1%.

bp 1 2 3 4 5

10,000 — - 11,100 bp
— 2.1000bp
2,000 — — 1.500bp
1.000 —

Figura 16. Vectores C7 Y C8P e insertos AP y AT para reaccion de ligacion de las deleciones APC7 y ATCSP.
Carril 1: GeneRuler 1kb Plus DNA ladder, Carril 2: Fragmento AP. Carril 3: Fragmento AT. Carril 4:
Construccion C7 linealizada mediante digestion con EcoRlI. Carril 5: Construccion C8P linealizada mediante
digestion con Pstl.
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Las construcciones se confirmaron mediante analisis de restriccién con EcoRI y Pstl, que
produjo fragmentos de 11,150 bp y 2100 bp correspondientes al casete linealizado de C7 y
thnEDR (Fig. 17A) y de 11,000 y 1500 bp correspondientes a C8P y thnB (Fig. 17B).

bp
A
12 3 45 6 7 8 9 10 1112 13
10,000 —— ks ‘Nu R —— 11.150bp
2000 — [ ' H W bl ll —— 2,100 bp
1,000 ——
250 ——
bp
B 1 2 3 45 6 7 8 910 11
10,000 —— 11,100 bp
1,500 —— 1,500bp
1,000

250

Figura 17. Monitoreo de las clonas delecionales APC7 y ATC8P A. Digestion con EcoRI y Pstl de
diferentes colonias monitoreadas de la ligacion APC7. Carril 1: GeneRuler 1kb Plus DNA ladder, Carril 2
-13: Digestion de doce colonias de la clonacion APC7 monitoreadas con EcoR|I por 1h. B. Digestion con
Pstl de diferentes colonias monitoreadas de la ligacion ATC8P. Carril 1: GeneRuler 1kb Plus DNA ladder,
Carril 2 -11: Digestién de diez colonias de la clonacion ATC8P monitoreadas con Pstl por 1h. Las flechas
en azules indican los carriles en los cuéles se obtienen colonias con el patrén de digestion positivo para la
clonacion.

10.5. Corroboracion de sentido

Debido a que esta estrategia de clonacién se llevd a cabo con un solo sitio de restriccion
EcoRI en el caso de la construccion APC7 y Pstl en el caso de la construccion ATCSP, se les
corroboré el sentido de la clonacion mediante PCR. Las clonas monitoreadas fueron la 12 y
13 para APC7 y clona 5 para ATC8P.
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Se realizaron dos amplificaciones para verificar que el fragmento clonado se encontrara en
el sentido transcripcional correcto con los oligonucleétidos de la tabla IV.

Para determinar el sentido de la clona APC7 se utilizaron los oligonucle6tidos
UpstreamSAMRV/Pstl con ThnRFwEcoRI y ThnRRvVEcoRI, las clonas en sentido
amplificaron un fragmento de 1360 bp con los olignucledtidos UpstreamSAMRV/Pstl y
ThnRFvEcoRI y no amplificaron con el par UpstreamSAMRV/Pstl y ThnRRwECcoRI (Fig.
20). En el caso de la construccion ATC8P se utilizaron los oligonucleodtidos
PromThurFw/Sphl con ThnTUpsRv/EcoRlI y ThnBNewFw, las clonas en sentido
amplificaron un fragmento de 2539 bp con el par PromThurFw/Sphl y ThnTUpsRV/EcoRl,
mientras que el par PromThurFw/Sphl y ThnBNewFw no amplificé (Fig. 20).

En los esquemas 18 y 19 se puede apreciar mejor la estrategia para corroborar el sentido de
la ligacion.

UpstreamSAMRv/Pstl
S o

ThnRFwECORI
W (\
thnE <hn[} «— Al> A2> A3>—{ thnB

amplificacion en sentido correcto de 1360 bp

APCT

ThnRRVECORI UpStream SAM-Rv/Pstl
—

thnB thnl

amplificacion de 2940 bp
APCT

Figura 18. Esquema de las variantes de clonacién APC7: sentido y antisentido. A. Oligonucle6tidos usados para
confirmar el sentido de la ligacion APC7 B. Oligonucledtidos usados para confirmar que la ligacion estuviera en
sentido incorrecto.

35



PromThurFw/Sphl s ThnTUpsRVECoRI

<
thnE @ A1> A2> A3>— thnB

amplificacion en sentido de 2539 bp

ATC8P
PromThurFw/Sphl sl
P P ThnB New Fw
D
thnE | thnD A1> Az> A3 m
amplificacion en sentido incorrecto de 2400 bp
ATC8P

Figura 19. Esquema de las variantes de clonacion ATCS8P: sentido y antisentido. A. Oligonuclettidos
usados para confirmar el sentido de la ligacion ATC8P B. Oligonucleétidos usados para confirmar que la

ligacion en sentido incorrecto.
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bp 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

10,000 ——
2,000 —— 2,539 bp
1,360 bp
1000 —
250 ——

Figura 20. Confirmacion de sentido de la clonacion APC7 y ATC8P mediante PCR. A. Carril 1, GeneRuler 1
kb. Carriles 2 y 4, amplificacién de las clonas 12 y 13 con los oligoculcleotidos UpstreamSAMRV/Pstl y
ThnRFw/EcoRI. Carriles 3 y 5 amplificaicon de las clonas 12 y 13 con los oligonucleétidos -
UpstreamSAMRvV/Pstl y ThnRRv/EcoRI. Carril 6, control positivo, amplificacion con los oligonucletoidos
UpstreamSAMRV/Pstl y ThnRFw/EcoRI sobre DNA de pThur. Carril 7, control negativo. Carril 8
amplificacion de la clona 5 con los oligoculcleotidos PromThurFwSphl y ThnTUpsRvEcoRI. Carril 9
amplificaicon de la clona 5 con los oligonucleétidos - PromThurFwSphl y ThnB-New-Fw. Carril 10, control
positivo, amplificacién con los oligonucletoidos PromThurFwSphl y ThnTUpsRvEcoRI sobre DNA de pThur.

Carril 11, control negativo.

10.6. Transformacién de APC7 Y ATCS8P en B. thuringiensis.

10.6.1. Seleccion de cepas B. thuringiensis para la sintesis heter6loga de la Thurincina
H

Para determinar la funcionalidad de los plasmidos APC7 Y ATCSP, estos se transformaron
en la cepa B. thuringiensis subsp. kenyae LBIT 404 Y B. thuringiensis subsp. kurstaki Cry-

B. Se eligieron estas cepas debido a que de manera natural son sensibles y no producen
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Thurincina H (Barboza-Corona., 2007) y al ser cepas de Bacillus thuringiensis, son
compatibles con el plasmido que alberga el cllster (pThurH—-pHT3101). B. thuringiensis
subsp. kenyae LBIT404 produce otras bacteriocinas mientras que B. thuringiensis subsp.
kurstaki Cry-B no.

10.6.2. Expresion de las deleciones APC7 YATSP

Utilizando las dos cepas de B. thuringiensis antes mencionadas (B. thuringiensis subsp.
kenyae LBIT 404 Y B. thuringiensis subsp. kurstaki Cry-B) se realizaron los cultivos
siguientes: Bt/pThurH, (control positivo) Bt WT (control negativo), Bt /APC7, Bt /ATC8P Y
Bt/pHT3101. Se colectaron muestras a partir de las 3 h hasta las 48 h, para determinar el
efecto en la expresion de las cepas con las deleciones en el cluster de la Thurincina H.

Las muestras se precipitaron con sulfato de amonio al 40%, se dializaron y se evaluo la
actividad antibacteriana contra B. cereus 183, mediante el método de difusion en pozos. Se
midieron las zonas de inhibicion y se determind la actividad especifica de cada extracto crudo

a los diferentes tiempos de las 5 diferentes cepas contra la cepa antes mencionada (Figura 21
y 22.)
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mAPC7 ATC8P C2 pHT3101 ™ LBIT404WT

Figura 21. Produccion de Thurincina H en cepas recombinantes y WT de B. thuringiensis subsp. kenyae
LBIT404. a diferentes horas A. Curva de crecimiento de las 5 cepas transformadas con las deleciones
correspondientes, el clister completo de la thurincina H, el vector pHT3101 vacio y la cepa silvestre sin
transformar. B. Actividad especifica de cada cepa recombinante y WT a diferentes horas, una unidad (U) se
definié como 1 mm? de la zona de inhibicion que se determina por el ensayo de difusidn en pozos que se puede
observar a la derecha C. Panel superior corresponde a la actividad observada a las 36 horas en la cepa
LBIT404/C2(Pozos 82,83,84) panel de en medio con actividad a las 36 horas de cepas LBIT404/APC7 Y
ATCSP panel inferior con actividad a las 24 horas de cepa LBIT404/C2

El mismo experimento se realiz6 en una cepa que no contiene plasmidos y que ademas no
produce ninguna bacteriocina. Es interesante que en este contexto ninguna de las
construcciones donde se eliminaron los genes thnT y thnP tuvieron actividad (figura 22, panel

B). Solo se observo actividad en la cepa Cry-B transformada con el clister completo.
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Figura 22. Produccién de Thurincina H de cepas recombinantes y WT de B. thuringiensis subsp. Kenyae Cry-
B. a diferentes horas A. Curva de crecimiento de las 5 cepas transformadas con las deleciones correspondientes,
el clister completo de la thurincina H, el vector pHT3101 vacio y la cepa silvestre sin transformar. B. Se muestra
la actividad especifica de cada bacteria a diferentes horas, una unidad (U) se definié como 1 mm? de la zona de
inhibicion que se determina por el ensayo de difusién en pozos que se puede observar a la derecha C. Panel
superior corresponde a la actividad observada a las 36 horas en la cepa Cry-B/C2(Pozos 82,83,84) panel de en
medio con actividad a las 12 horas de la cepa Cry-B/C2 (Pozos 52,53,54)panel inferior con actividad a las 48
horas de cepa Cry-B/C2 (Pozos 91,98,99)
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11. Discusién

Se trabaj6 con dos cepas heterdlogas las cuales son B. thuringiensis subsp. kenyae LBIT404
y B. thuringiensis subsp. kurstaki Cry-B, a pesar de que en las deleciones se esperaba una
ausencia total de actividad bactericida contra B. cereus 183 en las cepas transformadas de B.
thuringiensis subsp. kenyae LBIT404, asi como en la WT se observé actividad, esto podria
ser debido a que a pesar de que B. thuringiensis subsp. kenyae LBIT404 no produce
originalmente la Thurincina H, pero si produce otras bacteriocinas como la Kenyacina 404;
Esta cepa fue seleccionada por ese hecho, lo que sugiere que contiene la maquinaria
necesaria para su sintesis, incluyendo genes para transporte y procesamiento. Eso nos hizo
pensar que estos genes pudieran servir como complementos en el caso donde se
transformaron las construcciones con eliminacion de thnP y thnT. En el caso de B.
thuringiensis subsp. Kenyae Cry-B hay una ausencia total de la actividad especifica contra
B. cereus 183 en las cepas transformadas con las deleciones (APC7 Y ATCS8P) asi como en
aquellas cepas transformadas con el vector vacio y las cepas silvestre sin transformar. En
cuanto a las cepas transformadas con el clister completo de la Thurincina H hay una clara
actividad especifica.

La ausencia de la actividad antimicrobiana en la mutante sin el gen thnP (APC7) se debe a
que el gen thnP codifica para una probable serin-proteasa de la familia S8 encargada del
corte del péptido sefial, al eliminar este gen se impide la produccion de la serin proteasa
evitando como consecuencia que el peptido sefial sea cortado y por tanto la Thurincina H no
termina su maduracion lo que genera una proteina inactiva.

En el caso de la mutante que no contiene el gen thnT (ATC8P) también se pierde
completamente la actividad, esto puede deberse a que la Thurincina H una vez sintetizada
dentro de la célula no puede ser secretada al medio. Esta reportado que transportadores del
tipo ABC son indispensables para el transporte de los péptidos antimicrobianos. En el caso
de nisina tiene los genes nisF, E, G, la Thurincina CD y en el caso de Thurincina H se

requiere de thnT.
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12. CONCLUSIONES

e Se eliminaron los genes thnP y thnT que estan presentes en el clister pThur que
codifica a la Thurincina H.

e Se generaron las mutantes delecionales APC7 (sin thnP que codifica para una serin
proteasa de la familia 8) y ATC8P (sin thnT que codifica para un transportador del
tipo ABC).

e Se observo el efecto de las mutantes delecionales sobre la sintesis de Thurincina H
en las cepas heter6logas B. thuringiensis subsp. kenyae LBIT404 y B. thuringiensis
subsp. kurstaki Cry-B haciendo uso del ensayo en pozo contra Bacillus cereus 163
que sirve como bacteria indicadora comparandolo con el clister completo de la
Thurincina H

e B.thuringiensis LBIT 404 no tuvo una peérdida de actividad total ya que por ser
productora de otras bactariocinas podria procesar pequefias cantidades de Thurincina
H, la cepa Cry-B la cual no es productora de bacteriocinas no fue capaz de sintetizar
Thurincina H cuando se probaron las mutantes carentes de los genes thnP y thnT.

e La carencia de estos genes lleva a la pérdida de actividad de las cepas transformadas
contra una cepa objetivo (Bacillus cereus SF 163).

e Se cumplié con la finalidad de este trabajo, el cual era conocer si los genes thnP Y

thnT son esenciales para el procesamiento de la Thurincina H.

42



13. BIBLIOGRAFIA

Abriouel, H., Franz, C. M., Omar, N. B., & Galvez, A. (2010). Diversity and applications of
Bacillus bacteriocins. FEMS Microbiology Reviews, 201-232. doi:10.1111/j.1574-
6976.2010.00244.x.

Casados Véazquez, L., Bideshi, D. K., & Barboza Corona, J. (2018). Regulator ThnR and the
ThnDE ABC transporter proteins confer autoimmunity to thurincin H in Bacillus
thuringiensis. Antonie van Leeuwenhoek. doi:doi.org/10.1007/s10482-018-1124-7

Casados Vazquez, L., Bideshi, D., & Barboza Corona, J. (2017). The thnR gene is a negative
transcription regulator of the thurincin H genetic cassette in Bacillus thuringiensis
subsp. morrisoni. Arch Microbiol, 385-390.

Casados-Vazquez, L., Bideshi, D. y Barboza-Corona, J. (2016). The thnR gene is a negative
transcription regulator of the thurincin H genetic cassette in Bacillus thuringiensis
subsp. Morrisoni. Arch Microbiol. DOI 10.1007/s00203-016-1298-1.

Cherif, A., Ouzari, H., Daffonchio, D., Cherif, H., K, B. S., Hassen, A, . .. Boudabous, A.
(2001). Thuricin 7: a novel bacteriocin produced by Bacillus thuringiensis BMGL1.7,
a new strain isolated from soil. Lett Appl Microbiol , 243-247.

Cordeiro, J. X., Laia, M.L., Goncalves, J.F., Bergamasco, V.B., y Lemos, M. (2011). Bacillus
thuringiensis mutant increase activity against Spodoptera frugiperda larvae. Aust J
Basic Appl Sci 5:521-531

De la Fuente-Salcido, N., Casados-Vazquez, L. y Barboza-Corona, J. (2013). Bacteriocins of
Bacillus thuringiensis can expand the potential of this bacterium to other areas rather
than limit its use only as microbial insecticide. Can. J. Microbiol. 59: 515-522
dx.doi.org/10.3-0284

Del Carmen Monroy Dosta., C. B. (2009). Revision bibliografica: Bacteriocinas producidas
por bacterias probidticas. ContactoS 73, 63-72.

Dusterhus, S., Karas, M., & Entian, K. D. (2003). Activation of subtilin precursors by
Bacillus subtilis extracellular serine proteases subtilisin (AprE), WprA, and Vpr.
Biochem. Biophys., 48-54.

Guzman, A. (2016). Tesis de Maestria;Estabilidad fisicoquimica de una bacteriocina
obtenida de Lactobacillus graminis con potencial control de bacterias patégenas y
fitopatdgenas. Centro de Investigacion en Aimentacion y Desarrollo, A.C., 16-17.

Kanneth J. Ryan., C. G. (2011). Sherris Microbiologia Médica 5ta edicion. Mac Graw Hill
370-372.

43



Lee, H., J. J. (2009). Biosynthesis and transcriptional analysis of thurincin H,a tandem
repeated bacteriocin genetic locus,produced by Bacillus thuringiensis SF361. FEMS
Microbiology letters, 299: 205-213.

Lereclus, D. O.—M. (1989). Transformation and expression of a cloned d—endotoxin gene in
Bacillus thuringiensis. . FEMS Microbiology, 211-218.

Mathur, H., C Rea, M., D Cotter, P., Hill, C., & Paul Ross, R. (2015). The sactibiotic subclass
of bacteriocins: an update. Current Protein and Peptide Science, 16(6), 549-558.

Mondragén Preciado., E. M. (2013). Bacteriocinas:Caracteristicas y aplicacion en alimentos.
Investigacion y Ciencia, de la Universidad Auténoma de Aguas Calientes , 64-70.

Ochoa Zarzosa, A., & LOpez Meza, J. E. (2012). Shuttle Vectors of Bacillus thuringiensis.
En Bacillus thuringiensis Biotechnology (pags. 175-184). Springer Science Business
Media. doi:10.1007/978-94-007-3021-2_9

Oros-Flores., C.-V. ..-H.-C. (2018). Co-synthesis of kenyacin 404 and heterologous thurincin
H enhances the antibacterial activity of Bacillus thuringiensis. Springer Nature ,
1531-1540.

Oscariz, J., Cintas, L., Holo, H., Lasa, I., Nes, I., & Pisabarro, A. (2006). Purification and
sequencing of cerein 7B, a novel bacteriocin produced by Bacillus cereus Bc7. FEMS
Microbiol, 108-115.

Qi Zhang., Y. Y. (2012). Thioether Crosslinkages Created by a Radical SAM Enzyme .
Chembiochem Highlights , 1097-1099.

Salazar-Marroquin. (2016). Tesis de Doctorado; Deteccion y Caracterizacion de
bacteriocinas producidas por cepas de Bacillus thuringiensis y su potencial como
agentes antibacterianos. Universidad Autonoma de Nuevo Leon Facultad de Ciencias
Biologicas, 12-16.

Sambrook, J. y Russell, D.W. (2001). Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 3rd ed. Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY.

Sit, C.,Van-Belkum, M., McKay, R., Worobo, R. Y Vederas, J. (2011). The 3D Solution
Structure of Thurincin H, a Bacteriocin with Four Sulfur to a-Carbon Crosslinks.
Angew. Chem. Int. 50, 8718 —8721. DOI: 10.1002/anie.201102527

Tjakko Abee., L. K. (1995). Bacteriocins: modes of action and potentials in food preservation
and control of food poisoning . International Journal of food microbiology , 169-185

44



Wang, G., Manns, D., Churey, J. y Worobo, R. (2014). Development of a Homologous
Expression System for and Systematic Site-Directed Mutagenesis Analysis of
Thurincin H, a Bacteriocin Produced by Bacillus thuringiensis SF361. Appl Environ
Microbiol 80(12): 3576-3584.

Wieckowski, B., Hegemann, J., Mielcarek, A., Boss, L., Burghaus, O y Marahiel, M. (2015).
The PggD homologous domain of the radical SAM enzyme ThnB is required for
thioether bond formation during thurincin H maturation FEBS Lett. 1802-1806.

Zainab AlKhatiba., M. L. (2014). To gain immunity against nisin, the producing strain is
expressing an ABC transporter called NisFEG, which expels nisin from the
membrane. Institute of Biochemistry, Heinrich Heine University Duesseldorf, 752-
763.

45



