CARACTERIZACION DE LAS PARASPORINAS (PS) PRESENTES EN Bacillus thuringiensis
CEPAS IB84 Y GM18
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Introduccion. Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria
Gram positiva, facultativa y ubicua que se diferencia del
resto de bacilos por sintetizar un cuerpo paraesporal de
naturaleza proteica (cristal) (Kondo et al.,, 2002). Las
Parasporinas (PS) sintetizadas por Bt presentan
actividad biolégica especifica contra algunos tipos de
cancer in vitro y tienen baja o nula actividad hacia
células normales. Las PS muestran un espectro de
actividad muy heterogéneo, modo de accion vy
secuencias aminoacidicas entre las diferentes familias
en las que se clasifican (Committee of Parasporin
Classification and Nomenclature 2010). En el presente
estudio identificamos la Parasporina presentes en
nuestras cepas B84 y GM18, con potencial en
bioensayos en lineas celular de cancer.

Metodologia. Se analizaron 2 cepas pertenecientes a la
coleccién de Instituto de Biotecnologia FCB-UANL. Los
cristales paraesporales de estas fueron purificadas
(Mounsef et al.,, 2014), y activadas con 10 ug/ul de
proteinasa K (Sigma-Aldrich). Las proteinas fueron
purificadas y las bandas con actividad citotdxica fueron
sometidas a secuencia de aminoacidos en NANO LC-
MS/MS y MALDI-TOF/TOF (Applied Biomics). La
actividad bioldgica de las proteinas fue evaluada sobre
la linea celular MOLT-4. Asi mismo, determinamos la
relacibn antigénica con PS1l, PS2 y PS4 via
inmundeteccion tipo “dot blot” con anti-GM18, antiPS1,
anti-PS2 y anti-PS4. En base a los resultados de la
secuencia de amino&cidos, disefiamos iniciadores para
la amplificacién genética tipo PCR.

Resultados: Los cristales de 1B84 vistos al microscopio
Optico tuvieron formas irregulares muy pequefias,
frecuentemente adheridos a uno de los polos de la
espora y GM18 mostraban formaciones como de gotas
de agua de tamafio medio. El alineamiento de la
secuencia de aminoacidos de los fragmentos tripticos
del cristal de las cepas IB84 y GM18 tuvieron una
homologia del 100% con las prototoxinas de Cryl5Aa
de 38 kDa y Cry1Jb con 133 kDa, respectivamente.
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Figura 2. Dot Blots de
proteinas con anticuerpos
a) Anti-PS1y b) Anti-PS4

Figura 1. Perfiles de bandas de los
cristales de la cepa 1B84 y GM18. P,
prototoxina; D, proteina activada

Tabla 1. Secuencia de aminoacidos de los fragmentos tripticos del
cristal de las cepas |1B84 y GM18

Sitio en
Cepa Secuencia del péptido la Dominio
proteina
B84 K.SGVTVSASAK.F 96-107 1
K.EHICHDQAEKYER.D 322-336 11l
GM18 R.VTERFR.IIDAQIEANIPSFR.I 128-149 | .
R.TLSVESQNGR.C 772-783 | Protoxina

Conclusiones. A nivel de aminoécidos, fragmentos
tripticos de las proteinas del cristal de las cepas 1B84 y
GM18 desplegaron 100 % de homologia con las
proteinas Cryl5Aa y CrylJa, respectivamente. A
diferencia de las proteinas Cry, nuestras cepas no son
téxicas contra los insectos que han sido probadas.
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