XX Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria

40

Aniversario 11-15 de septiembre del 2023. Ixtapa Zihuatanejo, Guerrero

DISENO DE UN SISTEMA LIBRE DE CELULAS DE Bacillus thuringiensis PARA
SINTESIS DE THURINCINA H.

Maria Fernanda Mendoza-Acosta, Luz Edith Casados-Vazquez, José Eleazar Barboza-Corona,
Universidad de Guanajuato, Departamento de Posgrado en Biociencias, Irapuato 36500,
mf.mendozaacosta@ugto.mx.

Palabras clave: Sistema libre de células, Bacillus thuringiensis, Sintesis de Thurincina H.

Introduccioén. Los sistemas libres de células (CFS)
son reacciones que se han convertido en métodos
clave para su utilizacién en biologia sintética debido a
su importancia en el disefio para manipulacién de
sistemas biologicos y principalmente por ser una
plataforma potente para la produccion de proteinas
con altos rendimientos. En la actualidad se han
reportado CFS a partir de extractos celulares de
diferentes organismos, dentro. de los cuales se
encuentra diferentes tipos de Bacillus, que han
demostrado potencial para producir proteinas con
buenos rendimientos.

El objetivo de este trabajo es disefiar un sistema libre
de células de Bacillus thuringiensis para producir
proteinas de interés biotecnoldgico.

Metodologia. Para la preparacion de extractos
celulares se realizdé el monitoreo y toma de muestra
correspondiente al ciclo de vida de Bacillus
thuringiensis Cry-B, posteriormente se hizo una
cuantificacion de proteina por el método de Bradford
(Kruger N. J., 1994) y se utilizaron como extracto
celular para una reaccion libre de células.
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Fig. 1. Esquema de metodologia utilizada para la obtencion de
extractos crudos de Bacillus thuringiensis y reaccion libre de células
para la produccion de proteinas.

Resultados. Se monitoreo el crecimiento de Bacillus
thuringiensis Cry-B a partir de la hora 3, 4, 9, 12, 15,
18, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108 y 120 horas
correspondientes al ciclo de vida de la bacteria (Fig
2.), posteriormente se realizé una cuantificacién de
Bradford (Fig 3.) para estos extractos celulares con
diferentes tiempos de sonicacion y se utilizaron en un
sistema libre de células para monitorear la producciéon
de la proteina verde fluorescente GFP (Fig 4.)
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Curva de crecimeinto de Bacillus thuringiensis

Fig. 2. Curva de crecimiento de Bacillus thuringiensis Cry-B
monitoreada en un periodo de tiempo de 3 a 120 h leidas a OD
600nm.
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Fig. 3. Cuantificacion por el método de Bradford de extractos
crudos de 1mL sonicados por un périodo de tiempo de 4, 6 y 8 min.
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Fig. 4. A) Construccion genética pHt3101-pThurGFP; B) Reaccion
libre de células 1) Control negativo 2) pHt3101-pThurGFP.

Conclusiones. La proteina verde fluorescente GFP se
sintetizé en un sistema libre de células de Bacillus
thuringiensis utilizando el promotor nativo de
Thurincina H.
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