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Resumen

Las bacterias del género Bacillus, junto a otros microorganismos como Pseudomonas,
producen moléculas oligopeptidicas con versatilidad de aplicaciones, denominadas
lipopéptidos. Durante el afio 2000, Hathout y otros reportaron el hallazgo de un
lipopéptido, la kurstakina; llamada asi en honor a la variante kurstaki HD-1 de Bacillus
thuringiensis. La biosintesis es ejecutada por sintetasas peptidicas no ribosomales
(NRPS, por sus siglas en inglés) distribuidas como operdn en el genoma.
Estudios previos han propuesto su conformacion y factores que regulan su expresion, en
consecuencia, este trabajo pretende reunir los datos disponibles para explicar el sistema
de Bacillus thuringiensis en la produccién de kurstakinas.
Mediante el uso de distintos softwares bioinformaticos, se describen seis genes; ademas,
un alineamiento multiple y construccion de un arbol filogenético destaca la exclusividad
del operdn a especies del clado Il dentro del grupo Bacillus cereus. Por otro lado, se tomé
la parte BBa_K802004 (disponible en el repositorio de iGEM) para su respectiva
anotacion y uso como vector, entonces, tras un analisis transcriptomico realizado en
Galaxy, se propone el reemplazo del promotor de krs por la secuencia PrplU.
Concluyendo, la potencializacién de sintesis de kurstakinas es posible de acuerdo al
procedimiento in silico presentado en este documento y se presenta una propuesta del
protocolo a realizar en laboratorio, incluyendo el uso del lipopéptido como biosurfactante.
Palabras clave:

e LIPOPEPTIDO

e KURSTAKINA

e BIOSINTESIS

e CONSTRUCTO

e RENDIMIENTO
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Abstract

Bacteria from Bacillus genus, among different microorganisms such as Pseudomonas,
produce oligopeptide molecules with application versatility, referred as lipopeptides. In
2000, Hathout and colleagues found a brand new lipopeptide family, kurstakin, named
after Bacillus thuringiensis serovar kurstaki HD-1. Biosynthesis is exerted by non-
ribosomal peptide synthetases (NRPS), specialized enzymes gathered as operon within
bacterial genomic DNA.
Previous research have purposed a description of its conformation and expression
regulating factors, thereafter, this document aims to collect current available data in order
to explain the mechanism used by Bacillus thuringiensis to synthesize kurstakins.
Thus, using a wide branch of bioinformatics software, six genes were described.
Furthermore, multiple alignment and phylogenetic tree construction show how operon's
distribution is exclusive for clade Il in Bacillus cereus group. On the other hand, part
BBa_K082004 (from iGEM repository) was chosen to be annotated and perform the role
of shuttle vector, then, after a transcriptomic analysis executed on Galaxy Project platform,
it is suggested to replace krs promoter with PrlpU sequence.
To conclude, kurstakin production yield can be enhanced according to in silico procedures
detailed in this thesis and a protocol plan is purposed for its implementation at laboratory
level, including utilization of obtained lipopeptide as biosurfactant.
Keywords:

e LIPOPEPTIDE

e KURSTAKIN

e BIOSYNTHESIS

e CONSTRUCT

e YIELD
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Capitulo I: Introduccién

Formulacion del problema

El Fondo Mundial para la Naturaleza o0 WWF — por su hombre en inglés World
Wildlife Fund — resalta en un articulo sobre el petr6leo como su extraccion requiere de
carreteras, oleoductos, torres de perforacidon y otras estructuras que, por si mismas,
representan una invasioén en el habitat de multiples especies animales y, ademas, los
eventos accidentales de corrosion de tuberias y derrames de crudo provocan dafios en
el entorno y a poblaciones humanas residentes en territorios aledafios (WWF, 2021).

En el caso particular de Ecuador, Becerra y colaboradores (2013) describen como
la mayor parte de la economia del pais tiene sus bases en actividades petroliferas, a
pesar de los multiples impactos ambientales suscitados a lo largo del tiempo y donde
resalta el caso de la empresa Texaco (ahora llamada Chevron) cuya descarga de
desperdicios superé al gran derrame del Exxon Valdez en Alaska en 1989 y tiene
secuelas ambientales, sociales y de salud publica hasta la actualidad.

Una de las propuestas de remediacion en sitios contaminados recientemente
generada en el pais se llevdé a cabo por el grupo conformado por Alexey, Gonzélez,
Enriquez y Mantilla en la Universidad Central del Ecuador (2017) donde se destaca la
actividad de sustancias surfactantes en el proceso de recuperacibn mejorada; sin
embargo, como el equipo menciona, diario EI Comercio sefialé en un articulo de 2016
gue tal estrategia ha tenido bajos niveles de aplicacion por su demanda monetaria.

Por otro lado, Baker y sus comparfieros (2009) hacen hincapié en un contraste
pues, pese a la capacidad de los tensoactivos para reducir la tension superficial e
interfacial favoreciendo al flujo y recuperacion de componentes de petréleo, estos
surfactantes representan un nuevo residuo en suelo y agua; por tanto, se precisa de la
aplicacion de agentes aptos para la remocion de compuestos contaminantes y su

eventual degradacion una vez culminado el proceso.
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Asi, los biosurfactantes — compuestos tensioactivos derivados de
microorganismos — han surgido como una alternativa prometedora considerando su bajo
nivel de toxicidad, tendencia a la biodegradabilidad, actividad en amplios rangos de pH 'y
temperatura y su selectividad (Santos et al., 2016). La sintesis de biosurfactantes puede
ser espontanea o inducida por las condiciones de crecimiento y en la mayoria de los
casos presenta un rendimiento limitado; en consecuencia, el desafio planteado en el
presente trabajo es proponer un mecanismo para incrementar el nivel de produccion de
un biosurfactante, especificamente kurstakina sintetizada por Bacillus thuringiensis, que
sirva como un elemento de uso viable técnica y econdmicamente en la biorremediacion,
a la par de otros campos como la industria alimenticia, el desarrollo de nuevos antibidticos

o el control de plagas.

Justificacién del problema

El Ministerio de Ambiente del Ecuador MAE informa en caso de eventuales
derrames de crudo en el territorio nacional y participa con acciones pertinentes de
remediacién junto a las empresas publicas PetroEcuador EP y PetroAmazonas EP,
fusionadas desde enero de 2021. Entre los desastres mas recientes se destaca la rotura
del oleoducto por la zona de San Rafael en la frontera entre las provincias de Napo y
Sucumbios, amenazando al suministro de agua y alimentos de calidad a los residentes
de tal territorio del nororiente ecuatoriano en medio de la emergencia sanitaria por la
pandemia de Covid-19 (Guerra, 2020). Situaciones similares, sumadas al impacto
ambiental generado por Chevron-Texaco durante décadas en Sacha y Shushufindi
(Fontaine, 2003), requieren de actividades conjuntas de remediacion; por lo tanto, la
biodegradacion consta como una estrategia clave para eliminar los hidrocarburos del
entorno y es ejecutada por microorganismos capaces de asimilar los residuos de

hidrocarburos para degradarlos.
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Esencialmente, la biorremediacién constituye una estrategia de restauracién de
un entorno natural mediante la remocion de sustancias invasoras por parte de organismos
vivos como plantas o microorganismos. Tomando en cuenta al Ultimo grupo, la mayor
cantidad de bacterias reportadas en sitios afectados pertenecen al género Pseudomonas,
asociadas comunmente a miembros de divisiones taxondémicas como Acinetobacter,
Streptomyces, Enterobacter, Bacillus y Proteobacterium, entre otras. Ademas, las
practicas recientes incluyen también organismos genéticamente modificados con el fin de

mejorar el rendimiento de la técnica (Pande et al., 2020).

Entonces, para poder llevar a cabo el proceso es imprescindible la
biodisponibilidad de los compuestos contaminantes, por ello se aplican tensoactivos
capaces de favorecer a su solubilidad; sin embargo, tales productos se convierten en un
problema ambiental adicional al concentrarse en el sitio. En consecuencia, se ha preferido
el uso de biosurfactantes, sustancias de origen biolégico con efecto tensoactivo Utiles
para facilitar a los consorcios microbianos del lugar la asimilacién de hidrocarburos poco

solubles (Li et al., 2018).

Con base en los antecedentes planteados y considerando los reportes de la
existencia de microorganismos pertenecientes a la especie bacteriana Bacillus
thuringiensis serovar galleriae strain HD-29 (identificada mediante secuenciacion del
fragmento ARNr 16S) en sitios contaminados por crudo en territorio ecuatoriano (Maddela
et al., 2015), el presente estudio pretende incrementar la produccion de los lipopéptidos
de la familia kurstakinas, generados por B. thuringiensis (Hathout et al., 2000), mediante
el disefio de un constructo génico basado en un promotor fuerte apto para potencializar

la expresion de la sintetasa peptidica no ribosomal encargada de la funcién de biosintesis.
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Objetivos de lainvestigacién
Objetivo general

Disefiar de un constructo génico que potencie la expresion de lipopéptidos de la
familia kurstakinas en Bacillus thuringiensis para su aplicacién como biosurfactantes.
Objetivos especificos

. Analizar secuencias promotoras y plasmidos para su aplicaciéon en la
modificacion de Bacillus thuringiensis.

. Establecer la secuencia del constructo y su integracion por recombinacion
homéloga mediante el uso de softwares bioinformaticos.

. Definir protocolos para ejecutar la modificacion en laboratorio y la

obtencion de kurstakinas para aplicarlas en terrenos contaminados.

Hipotesis

Ho: La modificacién del cluster génico krs mediante la integracion de un constructo
no es capaz de potenciar la expresion de sintetasa peptidica no ribosomal de kurstakinas
en Bacillus thuringiensis.

Ha1: La modificacién del cluster génico krs mediante la integracion de un constructo
es capaz de potenciar la expresion de sintetasa peptidica no ribosomal de kurstakinas en

Bacillus thuringiensis.
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Capitulo Il: Marco teérico

Hidrocarburos de petréleo

El crudo de petr6leo es una sustancia natural extraida desde formaciones
geoldgicas ubicadas bajo la superficie de la Tierra, cuya composicién especifica es
variada y se expresa en términos generales como un conjunto de hidrocarburos (Hanania
et al.,, 2017). El término hidrocarburo hace referencia a moléculas constituidas por una
combinacién de &tomos de carbono con atomos de hidrégeno, aunque algunas
sustancias también pueden presentar azufre, oxigeno y nitrégeno; asi, estos compuestos
se manifiestan como liquidos claros con facultad de volatilizarse con facilidad o como
liquidos oscuros y espesos dificiles de evaporar y pueden clasificarse en diferentes
familias segun su configuracion de forma ciclica o en cadena y considerando si estan o
no saturados, de la siguiente manera:

Hidrocarburos alifaticos

a) Saturados: Moléculas formadas de acuerdo a la formula general CnHzn:2
conformadas a manera de cadenas integras o ramificadas. Llamados también
hidrocarburos parafinicos, metano, etano, propano y butano, se hallan en estado
gaseoso a temperatura ambiente, los compuestos de 5 a 16 carbonos son liquidos y
los de mayor peso molecular son soélidos estableciendo la parafina (Secretaria de
Energia Republica de Argentina, 2003).

b) No saturados: Moléculas que presentan dobles o triples enlaces y también pueden
hallarse en cadenas rectas o ramificadas. Llamados también olefinicos y no se
encuentran en el petroleo crudo (Secretaria de Energia Republica de Argentina,

2003).
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Hidrocarburos ciclicos

La molécula forma ciclos que podrian contener varios atomos de carbono; sin
embargo, la mas comun se forma de seis carbonos manteniendo un angulo de 109°
correspondientes a su distribucién normal.

a) Saturados: Llamados también naftenos, mantienen una férmula general C,H2, como
isbmeros de los hidrocarburos olefinicos y la condensacién de dos nucleos naftenos
genera como resultado un hidrocarburo complejo de elevado peso molecular
(Secretaria de Energia Republica de Argentina, 2003).

b) No saturados: La forma mas comun es un anillo de seis carbonos y, a pesar de que
la conformacion puede incluir 1 o 2 dobles enlaces, la estructura es estable con tres
dobles enlaces formando benceno. Los hidrocarburos bencénicos o aromaticos se
hallan en el crudo de petréleo como un ciclo (benceno), dos ciclos (naftaleno), tres
ciclos (antraceno) u otras moléculas incluyendo sus variaciones (Secretaria de

Energia Republica de Argentina, 2003).

Contaminacion por derrame de crudo

El petréleo, como se ha descrito previamente, se conforma de una mezcla de
hidrocarburos y, en consecuencia, cuando existe un derrame se utiliza el término
hidrocarburos totales de petréleo (TPH) como concepcion general para medir su
concentracion en el sitio afectado; aunque, para tener una idea mas especifica de las
sustancias contaminantes, se dividen los TPH en grupos de acuerdo a propiedades
similares. La elevada demanda de productos derivados del petroleo exige la extensa
explotacién y comercializacion de crudo, lo que a su vez genera una alta probabilidad de
contaminacion ambiental debida a roturas, falta de mantenimiento o errores operativos.
Asi, en caso de un eventual derrame, cuando el petréleo entra en contacto con el agua

ocurre una separacion de los TPH en fases dejando una fina capa en la superficie y el
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resto tiende a sedimentar, afectando a peces y otros organismos vivos en el entorno; de
igual manera, si el petréleo entra en contacto con el suelo, los TPH se movilizan hasta
llegar al agua subterrdnea y los componentes pueden dividirse de acuerdo a sus
propiedades quimicas. Algunas de estas sustancias pueden evaporarse al aire y otros
son disueltos en el agua; no obstante, algunos microorganismos (bacterias, hongos, entre
otros) son capaces de degradarlos (Agencia para Sustancias Téxicas y Registro de

Enfermedades, 1999).

Estrategias de remediacion

La contaminacion ejercida por hidrocarburos de petréleo representa una amenaza
a la salud humana y al mantenimiento del ambiente en general. Las estrategias de
remediacién son métodos de respuesta con el fin de restaurar la zona afectada, pero la
aplicacion de cualquiera de estos procesos en particular requiere estudios de lugar
especifico, la naturaleza de los contaminantes y las condiciones fisicas, quimicas y
biolégicas del sitio. Con respecto a la ejecucidn, debe tomarse en cuenta los mecanismos
disponibles, el costo y tiempo que tomara la intervencion; por tal motivo, existen distintos
tipos de técnicas biolégicas, quimicas, fisicoquimicas, térmicas, -eléctricas,
electromagnéticas y de ultrasonido (Chukwunonso et al., 2019).

Tratamientos bioldgicos

La aplicacion de un tratamiento bioldégico estd subordinada a varios factores
limitantes y a la localizacion de los contaminantes; asi mismo, debe considerarse la
factibilidad de llevarla a cabo en el lugar o si se precisa una excavacion, remocion y
transporte del suelo y agua. Este tipo de estrategias de remediacion se basan en el uso
de organismos vivos (bacterias, hongos, algas, plantas) capaces de concentrar, e incluso,
degradar hidrocarburos de petréleo para transformarlos en sustancias sencillas y menos

téxicas que no representan una amenaza para el ambiente (Chukwunonso et al., 2019).



24

Biorremediacién

Los microorganismos son habiles para utilizar los hidrocarburos de petr6leo como
fuente de energia, por lo que se disponen como una alternativa viable para el tratamiento
y recuperaciéon de zonas contaminadas. En primera instancia se permite el suceso de
atenuacion natural, que incluye transformacion quimica, biodegradacion, estabilizacion,
volatilizacién, dispersion y dilucion de las sustancias contaminantes y es ejecutada por la
accion de los microorganismos y las condiciones propias del entorno. Sin embargo, con
el objetivo de favorecer este proceso, algunas estrategias importantes incluyen la
bioestimulacion (adicion de nutrientes en el medio para permitir el crecimiento de
bacterias con capacidad degradadora) y el bioaumento (inoculaciéon de microorganismos
competentes y adaptados para el consumo de hidrocarburos), estableciendo un consorcio
capaz de asegurar la recuperacion de lugar (Naeem & Akhram, 2019).

Biosurfactantes

Los biosurfactantes son compuestos de naturaleza anfifilica producidos por
multiples microorganismos a nivel de la superficie celular o secretado de manera
extracelular y cuya principal funcion radica en disminuir la tensién superficial e interfacial.
La manera en la que los biosurfactantes actian para facilitar la remediacion en terrenos
afectados por hidrocarburos puede explicarse de dos formas: el incremento de la
disponibilidad de las sustancias contaminantes para el consumo de los microorganismos
o la interaccion con la superficie celular para aumentar su hidrofobicidad; asi, el sustrato

hidrofébico tiende a unirse a las células bacterianas (Li et al., 2018).
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Bacillus spp.

El género Bacillus hace referencia a un grupo de bacterias Gram positivas con
morfologia de bastén (Green, 2008). De acuerdo con el Manual de Bacteriologia
Sistematica de Bergey, pertenecen a la clasificacion taxonémica que se aprecia en la

Tabla 1:

Tabla 1.

Taxonomia del género Bacillus.

Taxonomia
Dominio Bacteria
Filo Firmicutes
Clase Bacilli
Orden Bacilliales
Familia Bacilliaceae
Género Bacillus

Descrito por primera vez por Cohn en 1872, el género Bacillus se caracteriza por
tener especies aerobias o anaerobias facultativas y catalasa positivas en presencia de
oxigeno. La identificacion de especies se logra mediante observacién morfolégica y
ensayos de caracter bioquimico; ademas, por la formacién de endosporas, se reconoce
gue algunas especies son capaces de tolerar calor, radiacién, desinfectantes y
disecacion. Con respecto a su distribucion, se hallan principalmente en suelo, sedimentos
marinos, alimentos y restos de animales muertos, debido a su naturaleza saprdfita

(Slepecky & Hemphill, 2006).
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Bacillus thuringiensis

La especie Bacillus thuringiensis es una bacteria aerobia, Gram positiva y
generadora de esporas que puede actuar como patégeno facultativo de insectos
lepidépteros y coledpteros y es aislada facilmente en un medio simple como agar
nutriente a partir de varias fuentes como suelo, agua, superficies vegetales, polvo de
granos, restos y heces de insectos (Sansinenea, 2012).

En Ecuador, el grupo de investigacion de Maddela (2015) y colaboradores
reportaron el aislamiento de dos especies bacterianas aisladas en terreno contaminado
por hidrocarburos de petrdleo en Lago Agrio. Tras un analisis filogenético de las
secuencias de ADN ribosémico 16S se identificaron como miembros del género Bacillus,
distinguiéndolas como B. cereus y B. thuringiensis por su porcentaje de identidad con las
secuencias de Genbank con numero de accesion EF582416.1 y CP010089.1,
respectivamente; con capacidad de degradar algunos compuestos contaminantes, siendo
mas susceptibles los alcanos lineales y ramificados y algunas sustancias aromaticas
pequefas. El estudio se convierte en una ventana para la investigacién enfocada en el
reconocimiento de mas microorganismos degradadores de la region Amazoénica y la
potencial optimizacion de su actividad (Maddela et al., 2015).

Con respecto a las aplicaciones biotecnolégicas de Bacillus thuringiensis, la
especie ha sido ampliamente sometida a ensayos de recombinacién como la fusién del
gen P19 de B. thuringiensis subs. israelensis con un gen de chitinasa de B. licheniformis
y se obtuvo un mejoramiento en la actividad insecticida de la bacteria. De igual manera,
se ha promovido la produccién de inclusiones cristalinas mediante la manipulacién del
gen cry con accion insecticida, sobre todo en coledpteros, y otras mdltiples intervenciones

(Abdelkefi-mesrati & Tounsi, 2012).
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Lipopéptidos

Los lipopéptidos son sustancias ciclicas de bajo peso molecular (1000-2000 Da)
con potencial accién antimicrobiana producidos, principalmente, por bacterias de los
géneros Pseudomonas spp. y Bacillus spp. La sintesis de estos compuestos esta sujeta
a un grupo de genes que forman una ruta de biosintesis multienzimatica dando lugar a
complejos llamados sistetasas peptidicas no ribosomales o NRPS, por sus siglas en
inglés provenientes de Non-Ribosomal Peptide Synthetases. La molécula presenta
naturaleza anfifilica, pues esta constituida por una cadena hidrofilica de oligopéptido (7-
10 aminoéacidos) enlazada a una cola hidrofébica de acido graso; ademas, tiene
aplicaciones como antifingico, antibacteriano, antitumoral y biosurfactante (Malviya et al.,

2020).

Kurstakinas

El término kurstakinas hace referencia a una familia de lipopéptidos, reportados
por primera vez a partir de un estudio en Bacillus thuringiensis subs. kurstaki. Su
estructura es estrechamente similar a la de otros lipopéptidos generados por
microorganismos del género Bacillus spp., hongos y levaduras, consta de los
amino&cidos treonina (Thr), glicina (Gly), alanina (Ala), serina (Ser), histidina (His),
glutamina (GIn) y glutamina; donde ocurre la formacion de un enlace lactona entre el
extremo Cy el residuo de serina y cuenta con una cadena de 4cido graso ligada al residuo
de treonina (Hathout et al., 2000).

Las propiedades de las kurstakinas son similares a las de otros lipopéptidos,
destacandose la capacidad antifingica que se ha analizado con varias especies como
Stachybotrys charatum; sin embargo, algunos estudios sugieren que esta correlaciéon
entre la aplicacion de kurstakinas y la inhibicion fangica no existe o su accion es limitada,

pues no tuvieron efecto sobre Fusarium oxysporum, Aspergillus niger y Penicillium
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roqueforti, entre otros. Por otro lado, se ha reportado cédmo estos lipopéptidos favorecen
la supervivencia de B. thuringinensis en cadaveres de insectos o la manera en que su
aplicacion como biosurfactante facilita la asimilacion de diésel de la bacteria
Acinetobacter haemolyticus cepa 2SA al incrementar la hidrofobicidad de su membrana
(Béchet et al., 2012; Diallo et al., 2019).

Biosintesis de kurstakinas (sintetasas peptidicas no ribosomales)

Los potenciales operones responsables de la sintesis de kurstakinas fueron
identificados mediante analisis bioinformatico utilizando dos enfoques: 1) prote6mica
basada en espectrometria de masas considerando el tamafio de otras NRPS y un
marcador i6nico Unico del cofactor fosfopantetenil comin entre estas moléculas
identificando los genes de formacion de kurstakinas en Bacillus sp. NK2018 y Bacillus
cereus AH1134; 2) PCR utilizando primers degenerados obtenidos a partir de secuencias
intraoperén alineadas en los dominios de adenilacion y tiolacibn de las enzimas
implicadas en la biosintesis de otros lipopéptidos, asi dos pares de primers para
identificacion de bacilomicinas permitieron hallar los genes de biosintesis de kurstakinas
(Abderrahmani et al., 2011; Tapi et al., 2010).

La conclusion de los acercamientos anteriormente descritos dio como resultado la
identificacion de un grupo de tres genes: krsA, krsB y krsC; cuya expresion da lugar a
proteinas homoénimas que forman la sintetasa completa. Asi, la Figura 1 ilustra el
desarrollo de la biosintesis de kurstakinas iniciando en KrsA, donde se integra D-Thr
como primer residuo a una cadena de acido graso (Cio-Ci4), luego atraviesa los
respectivos mdodulos de KrsB y KrsC hasta completar el lipoheptapéptido (Béchet et al.,
2012).

Existen tres genes adicionales participando en la biosintesis de kurstakinas, tal
como sucede con otras familias de lipopéptidos: 1) un gen sfp encargado de codificar una

fofopantetenil transferasa que adiciona el grupo fosfopantetenil de coenzima A a los
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dominios tioesterasa (Mofid et al., 2004); 2) una segunda tioesterasa codificada por el
gen te con un rol en la regeneraciéon de proteinas portadoras de residuos peptidicos con
error de acilacion (Schwarzer et al., 2002); y 3) un gen krsk, ubicado aguas arriba de
krsA-C, perteneciente al grupo de kurstakinas en Bacillus thuringiensis Bt407 e implicado
en el direccionamiento efluente para la secrecion del lipopéptido (Dubois et al., 2012).
Figura 1.

Hipotético ensamblaje biosintético de kurstakinas. Reproducido de (Béchet et al., 2012).
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Actividad biosurfactante

La concentracién micelar critica CMC es la concentracibn minima requerida de
una sustancia surfactante para reducir la tensién superficial del agua a un nivel maximo.
Con base en el concepto establecido se evalla la actividad de los biosurfactantes, por
ejemplo, los lipopéptidos de las familias surfactina, iturina A y fengicina en estado puro
han mostrado una CMC de 10, 20 y 11 mg/L, respectivamente. Tomando los valores
mencionados como punto de partida, se ha logrado una reduccién de tensién superficial
significativa. Generalmente, los biosurfactantes presentan CMC notablemente menores
gue la de surfactantes quimicos como el oleato de potasio con 350 mg/L o el éter sulfato

de alcohol graso con 170 mg/L (Geissler et al., 2019).
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Particularmente, la evaluacién de actividad biosurfactante de la kurstakina se
determiné en el estudio de Diallo y colaboradores (2019), en el que se midié la CMC tras
la obtencién del lipopéptido arrojando un valor de 144.504 mg/L (considerando 892 g/mol
como el peso molecular de kurstakina, obtenido en el sitio web del NCBI), donde ademas
se reportd como la kurstakina facilitaba la asimilacion de diésel en muestras de suelo
contaminado ejecutada por Acinetobacter haemolyticus al adherirse a la membrana de
esta bacteria y permitiendo un incremento en su hidrofobicidad, favoreciendo la unién de

los hidrocarburos hidrofébicos con la célula (Diallo et al., 2019).

Bioinforméatica

El proyecto genoma humano, junto a otros trabajos de investigacion relacionados
a la secuenciacion y recopilacion de datos bioldgicos, dieron lugar a una elevada
demanda por herramientas de andlisis e interpretacion a principios del siglo XXI, asi, la
bioinformatica nace como la aplicacion de instrumentos computacionales enfocados en
capturar e interpretar datos al integrar consideraciones interdisciplinarias que incluyen
matematicas, fisica y biologia combinadas con programacién. A través de los afos, la
bioinformatica se ha venido aplicando con distintas perspectivas que tienen como base la
comprensién funcional de las ciencias —6micas (gendmica, transcriptdmica, proteémica,
metabolémica, entre otras) y con vista hacia campos como ingenieria genética, sondeo
de objetivos para farmacos, terapia génica, medicina personalizadas y un sin nimero de

posibilidades (Bayat, 2002).

Alineamiento multiple

El alineamiento multiple de secuencias es un recurso de modelamiento
desarrollado a partir de una serie de algoritmos enfocados en la alineacién de secuencias
evolutivamente relacionadas considerando eventos comunes ocasionados durante el

proceso como mutaciones, inserciones, deleciones y rearreglos. Estas estrategias
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pueden llevarse a cabo en secuencias correspondientes a ADN, ARN y proteinas; y sus
resultados son esenciales en posteriores analisis in silico como asociacién de dominios,
reconstruccion filogenética, busqueda de motifs, determinacién de elementos reguladores
de expresion génica y una diversa rama de situaciones donde pueden emplearse. De tal
forma, el principio en el que se basa el alineamiento de secuencias ha dado lugar a
distintas propuestas incluidas Muscle, Mafft y ClustalQ registrando un valor relacionado
al posible evento evolutivo a través de una funcién de puntuacién; por otro lado, también
se cuenta con la herramienta en linea BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), la
cual enfrenta secuencias genémicas provenientes de una base de datos global con el fin
de hallar regiones similares y destaca la significancia del andlisis y el porcentaje de
cobertura de una fragmento examinado (Chatzou et al., 2016).
Anélisis filogenético

La filogenética, también llamada ciencia de la sistemética, enfoca su interés en el
estudio de la organizacion de la diversidad bioldgica; por lo tanto, un andlisis filogenético
radica en la integracién de herramientas que permitan comparar informacion evolutiva de
poblaciones, especies e individuos. Los datos procesados provienen de observaciones
morfologicas, conductuales y moleculares para proceder a estimar la relacion histérica
existente entre géneros y especies; eventualmente, se organizan en diagramas
ramificados conocidos como arboles filogenéticos (Hillis, 1997). La clasificacién en
distintos grupos se denomina taxonomia y esta basada en la comparacién de las
similitudes descritas entre los organismos, tomando en cuenta tanto a vivos como
extintos.

La construccion de arboles filogenéticos puede ser llevaba a cabo considerando
varios acercamientos incluyendo el método de distancia, parsimonia, maxima
verosimilitud y bayesiano. Particularmente, la estrategia de maxima verosimilitud

establece la probabilidad de la existencia de una secuencia basada en un modelo de
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evolucién definido previamente, asi, mientras la secuencia propuesta sea mas probable,

el arbol generado sera el elegido (Tennant, 2004).

Anélisis transcriptémico

La secuenciacion de nueva generacion, a partir de su incursion en el mercado
durante el afio 2005, ha representado una plataforma alternativa para el estudio de la
transcriptémica frente a la técnica de microarreglos. A manera de una sencilla explicacién,
la ciencia transcriptomica se entiende como la estimacién cuantitativa del conjunto
completo de transcritos en una célula; mientras, el término RNA-seq hace referencia al
flujo de trabajo que abarca la obtencion de ARN, su respectiva transformacion a ADNc y
la obtencién de las secuencias con el uso de distintas plataformas de nueva generacion
(Ilumina, Roche 454, Applied Biosystems SoLiD). De tal manera, los datos generados a
través de RNA-seq sirven para establecer una medida de los niveles de expresion génica
y, ademas, para otros propdsitos como el hallazgo de nuevos patrones de splicing, uso
de promotores alternativos, determinacién de regiones 5' 0 3' no traducidas (UTR) y el
descubrimiento de eventos de transcripcién antisentido, secuencias no codificantes y

ARNSs pequefios (Hoeijmakers et al., 2012).

Constructo génico

Un constructo génico es una molécula de ADN gque se desea insertar en un vector
de clonacion para lograr una modificacion en una célula diana. Los objetivos de la
integracién de una secuencia de ADN en un organismo pueden variar desde una
intervencion o silenciamiento en un gen especifico hasta el potenciamiento de la
expresion de un gen o la incorporacion de una secuencia de interés en un nuevo
organismo. El vector de clonacion es una molécula de ADN pequefia y capaz de auto
replicarse, como un plasmido o ADN viral, al que se integra una secuencia de interés

(Zaid et al., 1999).
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Vector de transporte

La manipulacién genética en procariotas incluye un proceso de distribucién de un
nuevo gen o una modificacion en un locus existente a través de plasmidos, en particular,
Escherichia coli ha sido el organismo modelo para la aplicacion de la técnica y por ende
suelen generarse alteraciones en sus propias secuencias plasmidicas o sus células son
utilizadas como chasis para la construccion de vectores enfocados en otras especie como
Bacillus subtilis, otro microorganismo ampliamente estudiado (Sullivan et al., 1984).

En consecuencia, la clonaciéon molecular y otras técnicas de ingenieria genética
gue ocurran en Bacillus thuringiensis precisan también de plasmidos capaces de
replicarse tanto en la célula hospedera de origen como en E. coli y varios equipos de
trabajo han desarrollado vectores de transporte enfocados en cumplir efectivamente con
tal objetivo. Asi, Ochoa y L6pez (2012) retinen en su trabajo varios plasmidos obtenidos
a partir de la combinacion de vectores de B. thuringiensis con otros convencionales
provenientes de E. coli (pUC18 y pUC19), destacados por su numero de copias por
cromosoma o la longitud de secuencia que son capaces de soportar. Especialmente,
destacan los vectores de transporte propuestos por Arantes y Lereclus (1991) pHT304,
pHT315 y pHT370 que contienen el origen de replicacion de los microorganismos en
cuestidén y genes de resistencia a ampicilina y eritromicina que permitan un aislamiento

efectivo de las células transformadas.

Promotor

Promotor es el término utilizado para definir a la secuencia de ADN hallada
comunmente aguas arriba con respecto a un gen y es necesaria para prender o apagar
su expresién. Esta regidén contiene partes que permiten la unién de elementos regulatorios
y de la enzima encargada del proceso de transcripcion; sin embargo, su delimitacién es

ambigua, pues suelen incluirse en la clasificacién de “promotor” a secuencias extensas
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ubicadas antes del sitio de inicio de transcripcién (TSS) que presenten caracteristicas
como nucleétidos consenso reconocidos por factores capaces de potenciar o reprimir la
expresion del gen (NIH, 2021).

Cabe destacar que el conjunto de secuencias convencionalmente utilizadas por la
ARN polimerasa de Bacillus subtilis (cercano a lo que sucede en B. thuringiensis) contiene
un par de grupos formados por seis pares de bases ubicados en las posiciones -35y -10
con respecto al sitio de inicio de transcripcién, manteniendo consenso en al menos seis
nucleotidos y corresponden a TTGACA y TATAAT, respectivamente. Tales sucesos de
conservacion en las regiones -35 y -10 se muestran como estrictos para promotores de
Bacillus, en contraste a lo acontecido con Escherichia coli donde la distribucién es
ambigua, por lo tanto, este aspecto simplifica el hallazgo de secuencias promotoras en el

microorganismo de interés (Moran et al., 1982).

Region 5'-UTR

Estudios realizados en genes productores de proteinas insecticidas de Bacillus
thuringiensis exhiben como la secuencia ubicada aguas arriba de los marcos de lectura
abiertos, ademas de contener la regiébn promotora, presentan un grupo clave en el
extremo 3' del sitio de inicio de la transcripcion. Este locus comprende varios pares de
bases que, al ser transcritos en ARNm, permanecerian como regiones no traducidas (5'-
UTR) compuestas por el sitio de unién del ribosoma y secciones que favorecen a la
estabilidad del gen, como una secuencia Shine-Dalgarno consenso dentro del género
Bacillus (Agaisse & Lereclus, 1996).

Considerando los propésitos de ingenieria genética que incluyen el mejoramiento
en el rendimiento de produccién de proteinas de B. thuringiensis, este conjunto de

nucledtidos ubicados en la regién no traducida es clave tanto en el entorno cromosoémico
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como plasmidico para potencializar los niveles de expresién, asi como para mantener la

estabilidad de union del ribosoma con el ARNm de interés (Federici et al., 2010).

Recombinacién homéloga

La recombinacién, como herramienta de modificacion genética, se define como un
procedimiento basado en la transferencia de una secuencia exégena dentro del genoma
de un organismo de interés; sin embargo, cabe destacar la necesidad de ciertas
condiciones favorables para su ejecucién, caso contrario no causaria efecto pues no se
trata de un evento espontaneo. Especificamente, la recombinacion homéloga consiste en
el alineamiento de secuencias complementarias de tamarfo suficiente dar lugar a este
fendbmeno. Asi, en Bacillus thuringiensis se han descrito estrategias para la
recombinacién homologa considerando la estabilidad de segregacion del vector de
transporte o la especificidad de la secuencia diana a integrar durante la transformacion

del microorganismo (Didier Lereclus et al., 1992).
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Capitulo Ill: Materiales y métodos
Revisién Bibliografica

Bacillus thuringiensis es una bacteria entomoparasita cuyo uso se ha extendido
sobre todo en el control de plagas de insectos en areas de cultivo abierto y, en
biotecnologia, como fuente de la proteina Cry para la generacion del maiz Bt, un producto
transgénico resistente a invasion por insectos. No obstante, los libros y articulos
cientificos que destacan el uso de las células de este microorganismo en procedimientos
de modificacion genética son limitados y se centran principalmente en las mencionadas
toxinas expresadas por los genes cry. Entonces, se procedio a realizar una exploracion
de material bibliografico que contenga informacién sobre los vectores de transformacion
enfocados especificamente en B. thuringiensis y las estrategias de ingenieria genética
implementadas para inducir cambios en esta bacteria.

Ademas, se indag6 en publicaciones relacionadas a lipopéptidos, especificamente
sobre las kurstakinas reportadas por primera vez en el afio 2000, extrayendo
esencialmente los datos asociados a su biosintesis y la incursiéon en técnicas para
potenciar el rendimiento de producciéon en moléculas similares como las surfactinas en

Bacillus subtilis.

Identificacion de la estructura consenso del locus krs

Dubois y colaboradores (2012) destacan que, considerando la seccién
oligopeptidica de la molécula de kurstakina y la hipotética ruta biosintética que incluye
tres subunidades de sintetasa peptidica no ribosomal, las enzimas correspondientes al
locus krs serian correspondientes a las secuencias anotadas como BC_ 2450 hasta
BC_2458 en el genoma de Bacillus cereus ATCC 14579.

Asi, se procedi6 a realizar una busqueda de cada una de estas secciones

mediante el uso de la herramienta BLAST disponible en el sitio web del NCBI tomando
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en cuenta varias consideraciones como la existencia de al menos 95% en los parametros
cobertura de query y porcentaje de identidad y la disposicién de estos marcos de lectura

abiertos de manera contigua en los genomas donde se determind correspondencia.

Descubrimiento de los genes involucrados en genomas de microorganismos
productores de kurstakinas

Los genes utilizados como objetivo de busqueda se sometieron a la herramienta
BLAST para compararse con los genomas de Bacillus thuringiensis serovar kurstaki HD-
1 (Hathout et al., 2000) y Bacillus thuringiensis Bt407 strain 407 (Abderrahmani et al.,
2011), en los que se ha reportado la produccion de kurstakina. Los genes anotados como
NRPS responsables de la sintesis de otros lipopéptidos, cuya distribucién en el genoma
de los microorganismos de interés fue caracterizada por sobre posicién, se organizaron
en un esquema para comparar si su longitud es consistente con la esperada en el
biosintesis de kurstakina y para ubicar los genes asociados tanto en el extremo 5' como

en el 3"

Caracterizacion de dominios y sustratos de los presuntos genes del locus krs
Béchet y colaboradores (2012) proponen en su trabajo la disposicién que tendrian
los modulos de NRPS dentro de las proteinas principales del locus: krsA, krsB y krsC;
ademas, coinciden con lo propuesto por Hathout y su equipo (2000), quienes reportaron
la estructura de kurstakina como un oligopéptido conformado por los siguientes
amino&cidos: D-Thr/Gly/Ala/Ser/His/D-GIn/GIn. Por lo tanto, tras la identificacion de
potenciales genes del locus krs obtenidos por BLAST se tomaron las secuencias de
aminodacidos de sus respectivas proteinas para someterlas al andlisis en los distintos
softwares observados en la Tabla 2, enfocado en determinar la existencia de médulos de
NRPS, sus dominios y posibles sustratos. La blsqueda incluye a las variantes HD-1 y

Bt407, mencionadas previamente, y las NRPS de referencia en generaciéon de kurstakinas
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halladas en la base de datos NORINE (Flissi et al.,, 2020) pertenecientes al

microorganismo Bacillus thuringiensis serovar pondicheriensis BSCG 4BA1.

Tabla 2.

Programas bioinformaticos utilizados para predecir dominios NRPS.

Software Descripcién Cita
NRPSsp Base de datos de modulos de NRPS elaborada (Prieto et al.,
mediante mineria computacional utilizada para 2012)
construir un predictor que funciona con base en
modelos ocultos de Markov para hallar NRPS y sus
potenciales sustratos.
PKS/NRPS Busqueda BLAST que compara la secuenciaconla (Bachmann &
Analysis NRPS de gramicidina A y utiliza métodos Ravel, 2009)
estadisticos refinados para establecer dos grupos
de residuos criticos que definen cada dominio.
Domain Compara las secuencias de 167 NRPS (Anand et al,
Search caracterizadas experimentalmente 2010)

Program for

(aproximadamente 4400 dominios cataliticos) y

NPRS-PKS otros dominios inusuales con una secuencia de
bdsqueda.

antiSMASH Mineria gendmica que compara secuencias de (Blin et al.,
NRPS convencionales y atipicas capaz de predecir 2019)

sintetasas en genomas sin anotacion.

Concatenacién de secuencias, alineamiento multiple y construccion de un arbol

filogenético

El objetivo de verificar la existencia del locus krs en los genomas de otras especies

del género Bacillus fue puesto en marcha por Gélis-Jeanvoine y colaboradores (2016)

realizando una blusqueda con BLAST vy utilizando su programa BLAStats para mantener

las siguientes consideraciones: al menos 80% de identidad de la secuencia y 85% de
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cobertura de query; esto con el fin de evitar el hallazgo de proteinas que no clasifiquen
como NRPS. Entonces, se extendid la propuesta para incluir los genomas disponibles
hasta 2020 (definiendo las condiciones en el propio interfaz de BLAST) y el ADN obtenido
a partir del genoma de las especies afines al procedimiento anterior, correspondiente a
cada gen de krs, se organiz6 para realizar un alineamiento multiple de secuencias en el
software MEGAY a través del modelo ClustalQ manteniendo los parametros por defecto
de 15 puntos de penalidad por apertura de gap y 6.6 puntos de penalidad por extension
de gap.

Una vez culminado el alineamiento mdultiple se procedi6 a concatenar las
secuencias de los seis genes involucrados y estimar el modelo evolutivo de méaxima
verosimilitud que mejor se acople a las variaciones halladas en las especies
seleccionadas. Con base en esta informacion se llevo a cabo la curacion del alineamiento
con el software BMGE, asociado al flujo de trabajo que reposa en el sitio
https://ngphylogeny.fr del Institut Pasteur, y la construccién de un arbol de maxima

verosimilitud utilizando el programa RAXML-HPC Blackbox en los servidores de CIPRES.

Anotacién del plasmido BBa_K802004

Seleccion del plasmido

Los vectores de transformaciéon de Bacillus thuringiensis, como lo destacan
Ochoa-Zarzosa & LOpez-Meza (2012), se originan principalmente a partir de la
combinacién de pladsmidos: una parte proveniente del propio microorganismo y la otra de
fragmentos originarios de Escherichia coli para favorecer al establecimiento de la
secuencia deseada en esta Ultima bacteria que actia como chasis. Asi, del grupo de
vectores mencionados en tal trabajo se han seleccionado los elaborados por Arantes &

Lereclus (1991) pHT304, pHT315 o pHT370; entonces, se efectué una busqueda del
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mapa de la secuencia de cualquiera de estos pladsmidos sin éxito en repositorios
académicos o comerciales.

La base de datos de partes en el sitio web de iIGEM pone a disposicién la
secuencia cruda del vector BBa K802004, creado por loana del equipo
IGEM12_Lyon_INSA (2012), que es un plasmido derivado de pHT315 con una
modificacion que traslada el sitio de restriccion de la enzima Spel dentro del polylinker
como se observa en la Figura 2, sin presentar alteraciones en los origenes de replicacion

o0 los genes de resistencia a antibiéticos.

Figura 2.
Vector BBa_K802004 que cuenta con una secuencia similar a pHT315, plasmido para

clonacién en Bacillus thuringiensis (loana, 2012).

Clonacion del

Sitio de
restriccion
multiple de

iGEM

9>

BBa_K802004

Busqueda de ORFs y definicion de genes presentes en el vector

Posteriormente, se introdujo la secuencia de BBa_K802004 (al que a partir de
ahora se denominard pHT315-1 en este documento) en el software Benchling donde se
estableci6 el mapa del esqueleto del vector, entonces, se procedio a realizar su respectiva
anotacion para constatar que efectivamente cuenta con los genes necesarios para ejercer
la transformacion molecular.

La anotacion fue lograda a partir del uso de distintas herramientas bioinformaticas.

En primer lugar, se llevé a cabo una prediccion de marcos de lectura abiertos a través de
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ORF Finder del NCBIl y a la vez se corri6 el programa GeneMarks2 utilizando la secuencia
completa como input para predecir genes con codones de inicio convencionales y atipicos
con el fin de evitar la omision de algun elemento importante.

Ademas, el origen de replicacion de B. thuringiensis se encontré mediante
alineamiento multiple con las secuencias de referencia obtenidas de la base de datos
DoriC (Luo & Gao, 2019), mientras que el correspondiente a E. coli se determin6 por
alineacion con la regién ORI del plasmido pUC19 obtenido del repositorio comercial
Addgene.

Finalmente, los genes y regiones de interés identificados se sometieron a una
basqueda en BLAST para comprobar su correspondencia a los genes buscados y se

concluy6 con las respectivas anotaciones en Benchling.

Andlisis transcriptémico de RNA-seq proveniente de Bacillus thuringiensis serovar
chinensis CT-43

El analisis transcriptomico, como lo mencionan Hoeijmakers y colaboradores
(2012), se presenta como un alternativa frente a los microarreglos para la estimacion de
los niveles de expresion de multiples genes brindando un campo de visualizacién mas
extenso en vista de que no requiere de un conocimiento previo de las secuencias de los
genes y hace posible, entre otras distintas aplicaciones, la seleccion de promotores y
demas regiones reguladoras de expresion para potencializar o reprimir la produccién de
una proteina de interés. Por lo tanto, se tomaron los productos de la secuenciacion de
ARNm—ADNc proporcionados por Wang y su grupo de investigacion (2013)
pertenecientes a muestras de un cultivo de Bacillus thuringiensis subsp. chinensis CT-43
tomadas en diferentes etapas de crecimiento del microorganismo (Figura 3) alas 7 h, 9
h, 13 hy 22 h, correspondientes a las fases exponencial media, estacionaria temprana,

estacionaria media y esporulacion media, respectivamente.
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Figura 3.

Crecimiento de Bacillus thuringiensis serovar chinensis CT-43. A: Curva de crecimiento
de la bacteria obtenido por densidad 6ptica a 600nm. B: Imagenes de las bacterias en el

punto de tiempo al que fueron muestreadas. Replicado de (Wang, Mei, et al., 2013).
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Los archivos provenientes de la secuenciacién (RNA-seq) fueron obtenidos de la
base de datos European Nucleotide Archive — ENA bajo los nUmeros de accesion de
SRR524792 hasta SRR524795 como secuencias crudas y fueron transferidas a una
historia de trabajo nueva en los servidores del proyecto Galaxy, que permiten llevar a
cabo andlisis bioinforméticos de manera integral en una sola plataforma.

Los documentos RNA-seq, en formato .fastq, fueron sometidos a un andlisis de
calidad utilizando el programa FASTQC, donde fue posible deducir la presencia de
adaptadores, el contenido GC y valoraciones de calidad en la secuencia. Inmediatamente,
se procedié6 a remover los adaptadores propios del procedimiento de secuenciacion
lllumina por medio del software Trimmomatic para tener a disposicion Unicamente las
lecturas que seran alineadas.

Las lecturas de todas las muestras (7H, 9H, 13H y 22H), considerando su
pertenencia a B. thuringiensis CT-43 cuyo genoma esta ensamblado y disponible en
repositorios de acceso libre, pueden saltarse el procedimiento de ensamblaje de novo y
pasar a un mapeo enfrentandose a un genoma de referencia. Los programas TopHat2,
HiSat2 o STAR mapper se destacan por identificar potenciales exones para asociarlos
con las lecturas de RNA-seq provenientes de organismos eucariotas; sin embargo, el
presente estudio consider6 la informacién proporcionada por el tutorial de uso de Galaxy
Project y las recomendaciones impartidas en el foro de entrenamiento en bioinformatica
BioStars (2018) y se recurrié al manejo del software Bowtie2 (Langmead & Salzberg,
2012) que permite omitir la condicion de splicing y facilita el trabajo con bacterias. El
programa precisa de un segundo input, el genoma de referencia, que fue descargado en
formato .fasta desde Genbank del NCBI con el nimero de accesion CP001907.1.

Los output del mapeo de lecturas se arrojan en formato SAM/BAM que a
continuacién deben ser sometidos al conteo de transcritos, entonces, a pesar de la

existencia de programas como Cufflinks (descontinuado) o StringTie que brindan
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estimaciones de nivel de expresién en términos de RPKM (lecturas por kilobase de
exones por millon de lecturas mapeadas) o FPKM (fragmentos por kilobase por millén de
lecturas mapeadas); se prefirié el uso de recuento de genes basado en lecturas — en vista
de la carencia de eventos de splicing — con el software HTseq-count (Anders et al., 2015).
Los inputs necesario por HTseq-count incluyeron al archivo BAM de cada muestra, la
anotacion del genoma de B. thuringiensis CT-43 (obtenido en formato GFF3 desde
Genbank) y la direccion del gen (positiva 0 negativa) que se marcé como unknown para
ser determinada durante la ejecucién, ademas, el resto de pardmetros se mantuvieron
como default (Nekrutenko, 2020).

Consecuentemente, se pasd a un andlisis de normalizacién de cuentas y el
coémputo de expresion diferencial mediante la aplicacion de la secuencia de comandos
del programa DESeq2. Cabe destacar que la interfaz permite la incorporacion de varios
factores a comparar en distintos niveles determinados por el usuario; asi, se colocé un
Unico factor denominado GrowthStages (inglés para etapas de crecimiento) y se
compararon dos niveles definidos como las dos fases principales del desarrollo de
Bacillus thuringiensis que son la crecimiento vegetativo (denotado como “exp”) y la
esporulacion (denotado como “stat”) (Nekrutenko, 2020).

Para finalizar, se enfrentaron los outputs del recuento con HTseq-count y de
expresion diferencial con DESeq?2 (Love et al., 2014) junto al documento de anotacién del
genoma en el software Annotate DESeq2/DEXSeq buscando contar con datos como la
posicion de inicio y fin del gen, el nombre con el que cada uno se encuentra anotado en
Genbank y su producto proteinico correspondiente (Nekrutenko, 2020).

Los resultados del analisis transcriptomico se utilizaron como fuentes primarias de
informacioén sobre potenciales regiones capaces de brindar regulacion positiva a la
expresion de kurstakinas considerando la cantidad de lecturas mapeadas, la variacion de

expresion entre las etapas del crecimiento y una actividad constitutiva.
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Establecimiento del constructo génico

Definicion de unaregion potenciadora dentro de B. thuringiensis

La secuencia intergénica aguas arriba del gen que mostré el mejor perfil de
transcripcion se extrajo desde el genoma CP001907.1 en Genbank y se continu6 con una
serie de andlisis en diferentes programas enfocados en la prediccion de promotores y
sitios de unién de elementos reguladores.

Para empezar, se llevo a cabo el analisis de la secuencia seleccionada en BProm,
un predictor de promotores que arroja la posicion més probable del sitio de inicio de
transcripcién (TSS) y sus regiones -35 y -10 asociadas (Solovyev et al., 2011). Al mismo
tiempo, se sometié la secuencia a la ejecucion de los programas iProEP, Berkeley
Promoter Predictor e iPro70 generando los siguientes efectos: 1) evaluacion de grupos
de 81 pares de bases tomados de la secuencia input calculando la probabilidad de que
sea un promotor; 2) el sitio mas probable donde se halla una regién promotora incluyendo
su posicion de inicio y final; y, 3) determinacion de la probabilidad de unién del factor
sigma 70 en la secuencia en estudio; respectivamente.

Finalmente, el sistema iPSW fue usado para verificar si el sitio seleccionado
pertenece a un promotor fuerte o débil mediante la comparacion con una base de datos,
mientras al inquirir en el software DBTBS se comprobo la posible existencia de lugares

para la union de distintos factores sigma u otros elementos regulatorios.

PCR in silico de los sitios de interés

La region seleccionada para el andlisis de promotor y otras caracteristicas
reguladoras fue, en efecto, elegida como un potencial elemento util para mejorar el
rendimiento en la produccion de kurstakina. De este modo, el siguiente paso consistié en
cargar al sistema Benchling el genoma de Bacillus thuringiensis serovar galleriae strain

HD-29, reportada en sitios contaminados por compuestos de petrdleo en Ecuador por



46

Maddela y sus colaboradores (2015), para disefiar primers especificos y simular una PCR
in silico para determinar la viabilidad su uso.

Este procedimiento se realizd tanto para la regién potenciadora asi como para el
gen krsk con el fin de integrar ambas secuencias al vector de transformacién y permitir el

reemplazo del sitio regulador a través de recombinacién homaloga.

Digestion y ensamblaje del constructo

La observacion del polylinker perteneciente al vector pHT315-1 considerando
enzimas de un solo corte en la secuencia completa del plasmido condujo a la seleccion
de cuatro enzimas de restriccion cuyo resultado brinda un extremo pegajoso o ‘sticky end’:
Hindlll, Spel, Xbal y EcoRl.

Los primers utilizados para la amplificacion del promotor incluyeron en su
secuencia satélite los sitios de restriccion de Hindlll (AAGCTT) y Spel (ACTAGT);
mientras que los aplicados en la PCR del gen krskE contenian los sitios de las enzimas
Xbal (TCTAGA) y EcoRI (GAATTC). Enseguida, se procedi6 a digerir tanto a los

amplicones como al vector y se ensamblaron los elementos de interés.

Simulacién del proceso de recombinacion homdloga

El propésito en este punto radica en reemplazar la secuencia ubicada aguas arriba
del locus krs para favorecer a la potencializacion de rendimiento de expresion, en
consecuencia, la inclusion del gen krsE permitiria que una vez ejercida la transformacion
de las células de Bacillus thuringiensis con el plasmido pHT315-1_PrlpU_krsE sea posible
la integracion de este constructo en el cromosoma bacteriano mediante recombinacion
homologa.

Por lo tanto, se continué con la utilizacion del software Molecular Cloning Designer
Simulator MCDS que, ademas de mostrar como se desempefia clonacién molecular in

silico, incluye algoritmos para mostrar combinacion de secuencias, ensamblaje Gibson,
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CRISPR y recombinacion (Shi & Vickers, 2016); asi se suministraron el fragmento de
genoma que incluye el locus krs con un par de kilobases extra en ambos extremos y el
vector ensamblado y se seleccionaron los parametros para establecer el escenario de

una recombinacion homaloga.

Planteamiento del procedimiento a realizar en laboratorio

El contenido tedrico revisado a lo largo de este trabajo fue combinado para
sintetizar el protocolo ejecutable en laboratorio, concibiendo los procedimientos que
abarcan desde el aislamiento de Bacillus thuringiensis hasta las pruebas de rendimiento
en la produccién de kurstakina con proyeccidn a su aplicacion en sitios contaminados por

compuestos derivados de petréleo como elemento en un consorcio bacteriano.
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Capitulo IV: Resultados

Secuencia consenso del locus krs

La busqueda en BLAST por separado de los genes de Bacillus cereus ATCC
14579 que van desde BC 2450 hasta BC 2458 arrojé coincidencias con regiones
correspondientes a NRPSs que intervienen en la produccion de diferentes lipopéptidos
como iturina, bacitracina, gramicidina, entre otros. Después, al limitarse la investigacion
con las variantes HD-1 y Bt407 de Bacillus thuringiensis se hallaron seis genes dispuestos
a manera de operdn que coinciden con las NRPS propuestas para la biosintesis de
kurstakinas.

Las secuencias encontradas pueden visualizarse en el esquema presentado en la
Figura 4, donde se aprecia una anotacion indefinida, pero que mantienen una
organizacion propicia: una proteina permeasa que facilite la salida del péptido a sintetizar,
tres sintetasas peptidicas no ribosomales distribuidas de acuerdo a su cantidad de
moddulos como 1 médulo NRPS, 2 mdédulos NRPS y 4 médulos NRPS, respectivamente;
también, se halla una enzima fosfopanteteinil transferasa que activa los dominios de
acetilacion de cada médulo para la integracion de aminoacidos por medio de fosforilacion
y, por ultimo, una tioesterasa que hace posible la liberacién del lipopéptido.

El fragmento completo con una longitud de alrededor de 29kb, mediante una
nueva corrida en BLAST permitié identificar la presencia del locus en bacterias del grupo
Bacillus cereus, principalmente en B. cereus y B. thuringiensis. La deduccién pertinente
al hallazgo es que, efectivamente, los seis genes constituyentes del operdn corresponden
a krsk, krsA, krsB, krsC, sfp y te; protagonistas en la biosintesis de kurstakinas, como se

describe en estudios previos.
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Figura 4.
Locus krs identificado en el genoma de Bacillus thuringiensis, destacando una anotacion
ambigua en cada gen que conforma el operén. Basado en lo propuesto por (Dubois et al.,

2012).
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Mdédulos y sustratos de las NRPS definidas para kurstakinas

La secuencia de aminoacidos obtenida a partir de los genes previamente
identificados (krsA, krsB y krsC) fue analizada para determinar sus propiedades para la
formacion del lipopéptido deseado, cuya estructura puede apreciarse en la Figura 5
obtenida de la base de datos NORINE y donde se ven los siete aminoacidos unidos a una
cadena lipidica de doce carbonos y la formacién de un anillo entre los residuos de histidina

y serina.
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Figura 5.

Estructura de kurstakina generada en la base de datos NORINE.

= Monomeric composition :

1 2 3 4 5 6 7 &

D-Thr Gly Ala Ser His D-Gln Gln C12:0-0H(3)

El resultado de la ejecucion de los distintos softwares de prediccion de NRPS
arrojaron los datos mostrados en la Tabla 3. Con respecto a los dominios de cada
modulo se obtuvo que todos contienen un sitio de condensacion (reconocimiento de
un aminoacido o la cadena lipidica), adenilacién (identificacién e integracion del
aminodcido especifico a la molécula) y tiolacién (liberacién de la cadena favoreciendo
su avance al siguiente modulo); ademas, en las regiones 1y 6 se halla un dominio de
epimerizacién (cambio de sentido de enantidmeros de levogiro a dextrdgiro) y la

region final cuenta con un dominio de tioesterasa (liberacion de la molécula).



51

Tabla 3.

Modulos hallados en las potenciales enzimas KrsA, KrsB y KrsC mediante analisis
bioinformatico.
Enzima KrsA KrsB KrsC
Médulos Mdédulo 1 Médulo 2 Modulo 3 Modulo4  Mdbdulo 5 Médulo 6 Médulo 7
Bacillus thuringiensis serovar kurstaki HD-1
Resutado C A T E C A T C A T CA TCATCATE C A T TE

Bacillus thuringiensis Bt407 strain 407

Resutado C A T E C AT C A T C AT CA T C A T E C A T TE

Bacillus thuringiensis serovar pondicheriensis BSCG 4BA1 (UniProt accession numbers: C3GUGS5,
C3GUGS6 & C3GUGY7)

Resutado C A T E C A T C A T CATCATCATE C A T TE
Nota: Basado en los resultados obtenidos desde PKS/NRPS Analysis, Domain Search
Program for NRPS & antiSMASH. Abreviaturas: C-Condensation, A-Adenylation, T-

Thiolation, E-Epimerization & TE-Thioesterase.

Simultaneamente, en la Tabla 4 se exhibe cdmo se logré pronosticar los posibles
sustratos del dominio de adenilacion en cada modulo, es decir, los aminoécidos
especificos correspondientes a la estructura del lipopéptido. Cabe destacar la existencia
de cierta inconsistencia en las tres Ultimas posiciones, sin embargo, se mantiene el patron
de generacion del lipoheptapéptido esperado en la estructura de kurstakina.

De manera adicional, es importante mencionar el papel del programa antiSMASH,
pues realiza un sondeo integral a la secuencia del genoma y por tal motivo se ratifica que
el locus seleccionado es el Unico consistente con la descripcion de biosintesis de

kurstakinas.
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Tabla 4.
Aminoacidos que serian utilizados como sustratos especificos por los médulos de las

NRPS de kurstakina en Bacillus thuringiensis.

Médulos NRPS

Médulo Moédulo Médulo Médulo Médulo Médulo Médulo
Software

1 2 3 4 5 6 7
Bacillus thuringiensis serovar kurstaki HD-1
NRPSsp D-Thr Ser Oorn Ser Leu D-Orn Orn
iﬁ;/yl\ls?sps D-Thr Gln Gly Ser No Hit No Hit  GiIn
AntiSMASH D-Thr No Hit  Ala Ser Leu D-GIn Gln
Bacillus thuringiensis Bt407 strain 407

NRPSsp D-Thr Ser Orn Ser Leu D-Orn Orn
PKSINRPS  pyne Gin Gy  Ser  NoHt D-Gh  Gln
Analysis

AntiSMASH D-Thr No Hit  Ala Ser Leu D-GIn GIn

Bacillus thuringiensis serovar pondicheriensis BSCG 4BA1 (NORINE)

NRPSsp D-Thr Ser Orn Ser Leu D-Orn Orn
PKSMNRPS  bthr Gin Gy  Ser  NoHt D-Gh  Gin
Analysis

AntiSMASH D-Thr No Hit  Ala Ser Leu D-GIn Gln

Nota: Basado en los resultados obtenidos desde NRPSsp, PKS/NRPS Analysis &
antiSMASH. Abreviaturas de amino&cidos: Thr-Treonina, Ser-Serina, Orn-Ornitina, Leu-
Leucina, GIn-Glutamina, Gly-Glicina, Ala-Alanina. La descripcion “No Hit” hace referencia
a que el software no detect6 un sitio activo asociado a la integracion de un aminoacido
especifico. La descripcion (D-) previa a la abreviatura de algunos aminoacidos hace
referencia al cambio de conformacion, de levagiro a dextrégiro, ejercida por el dominio de

epimerizacion en los médulos 1y 6 de la NRPS.

Locus krs distribuido en el grupo Bacillus cereus (BLAST 2020) y arbol filogenético
La herramienta BLAST permite especificar entre sus parametros de blsqueda la
inclusiébn o exclusion de grupos taxondémicos sefialados por el usuario. Asi, tras la

ausencia de un porcentaje de identidad significativo con especies ajenas al grupo Bacillus
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cereus, la Tabla 5 destaca los resultados alcanzados al indagar sobre la existencia del
operdon krs en los microorganismos pertenecientes a la agrupacién taxonémica, de
manera que los datos confirman como las NRPS relacionadas a la biosintesis de
kurstakina se distribuyen arbitrariamente solo en ciertas especies.

Tabla 5.

Distribucién del locus krs en las especies del grupo Bacillus cereus. Basado en el

procedimiento realizado con el programa BLASTats por (Gélis-Jeanvoine et al., 2016).

Especie Presente/Ausente

Bacillus anthracis Ausente

Bacillus cereus Presente (= 30 genomas)

Bacillus cytotoxicus Ausente

Bacillus mycoides Presente (1 genoma y reportado en varios plasmidos)
Bacillus pseudomycoides Presente (2 genomas, * < 85% de cobertura de query)
Bacillus thuringiensis Presente (= 30 genomas)

Bacillus toyonensis Ausente

Bacillus weihenstephanensis Presente (1 genoma y reportado en varios plasmidos)

Las variantes de las especies B. cereus, B. thuringiensis, B. mycoides y B.
weihenstephanensis donde se encontrd el locus krs fueron tomadas en cuenta para
construir el arbol filogenético expuesto en la Figura 6. El programa Mega7 estimé que el
modelo que mejor se adecla a la evolucién del locus es GTR+G+l (incluyendo
distribucién gamma y proporcion de sitios invariables) luego de haber concatenado los
alineamientos mdltiples de cada gen. Consecuentemente, a través del software RAXML-
HPC Blackbox ejecutado en la plataforma CIPRES, se obtuvo un arbol de maxima
verosimilitud organizado en la plataforma FigTreev1.4.4 y que muestra la conservacion
del operén dentro del grupo B. cereus, especificamente limitado al clado Il de la
clasificacion propuesta por Ehling-Schulz y colaboradores (2019), considerando que los
outgroups B. mycoides y B. weihenstephanensis son los Unicos del clado Il y teniendo
en cuenta que la presencia del conjunto de genes ha sido reportada en plasmidos se

podria esperar que lo hayan adquirido en eventos de transmisién horizontal.



Figura 6.
Arbol filogenético.
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Clade I

Clade 1

Clade V

Clade I

Clade IV

Bacilus_cereus_strain_HNIO1
Bacilus_sp._AR4-2

Bacilus_sp._SH3.8

Bacillus_wiedmannii_PL1

Bacilus_sp_RI2MS3
Bacilus_careus_strain_FDAARGOS_T98
Bacilus_thuringiensis_serovar_kursiaki_str_HD-1
Bacilus_thuringsensis_strain_BcB01
Bacilus_sp._JAS24.2
Bacillus_cereus_sirain_FORCE7
Bacillus_thuringiensis_strain_YGd22-03
Bacilus_cereus_strain_A1
Bacilus_bombysepticus_str._Wang
Bacilus_thuringinsis_sarovar_ind@ana_strain_HD521
Bacilus_cereus_sirain_KB
Bacdus_cereus_strain_FORC_048
Bacilus_ceieus_strain_FORC_005
Bacillus_cereus_sirain_1000305
Bacdlus_cereus_strain_FORC_085
Bacilus_cereus_sirain_23

Bacitus_sp._AZ60
Bacillus_cereus_sirain_FORC_024
Bacillus_thuringiensis_strain_BT62
Bacilus_coieus_strain_HBL-2)
Bacillus_cereus_B4264
Bacibus_thuringiensis_BMB171
Bacilus_ceieus_sirain_M13
Bacitus_sp._DU-106
Bacilus_cereus_strain_BHU1
Bacillus_celeus_sirain_03
Bacillus_careus_ATCC_14579
Bacillus_thuringiensis_slrain_SCGO4-02
Bacilus_cereus_strain_FORCO21
Bacidlus_cereus_strain_CMCC_PODT1
Bacilus_cereus_sirain_CMCC_PO021
Bacilus_thuringiensis_strain_HS18-1
Bacilus_ceteus_sirain_FORC_047
Bacilus_cereus_sirain_SB1
Bacilus_thuringiensis_YBT-1518
Bacillus_thuringiensis_selovar_chinensis_CT-43
Bacslus_thuring: ,_sarovar_fhunings _str._1SS056
Bacillus_thuringiensis_strain_ATCC_10792
Bacillus_thuringiensis_B1407 _strain_407
Bacilus_wiedmannii_bv._thunngiznsis_strain_FCC41
Bacilus_mycoides_strain_Gnyt!

00s

Bacillus_weeh P _strain_WSBC_10204

Nota: A) Cinco clados principales en la division filogenética del grupo Bacillus cereus

propuesta por (Ehling-Schulz et al., 2019), las especies estan intimamente asociadas y

II opPRD

III °opP®LD



55

su clasificacion se basa en parametros morfoldgicos, fisiolégicos y genémicos. B) Arbol
de maxima verosimilitud construido con base en el alineamiento multiple del operdn krs,
donde se aprecia la exclusividad de la NRPS de kurstakina en especies del clado II,
mientras las especies del outgroup se hallan en el clado lll. Basado en la propuesta previa

de (Gélis-jeanvoine et al., 2016).

pHT315-1, vector anotado

La Figura 7 indica el mapa de pHT315-1 anotado en Benchling con las partes
inferidas de los procesos que se describen a continuacién.

El paso de la secuencia completa de la parte BBa_K082004 de iGEM por la
herramienta ORF Finder arrojo 62 predicciones de marco de lectura basandose en la
identificacion de codones de inicio; sin embargo, el resultado principal fue un fragmento
de 861bp, el cual fue sometido a busqueda en BLAST y coincidid con el gen de [3-
lactamasa encargado de brindar resistencia a ampicilina.

Por otro lado, la prospeccion efectuada con ayuda del programa GeneMarks2 tuvo
dos frutos importantes: el gen de resistencia a eritromicina ermB (erythromycin resistance
methylase B) y el gen spbB que es parte del origen de replicacién de B. thuringiensis y
favorece a la estabilidad segregacional del plasmido.

En dltima instancia, se compararon las secuencias de pHT315-1 y pUC19 en
SnapGene obteniendo varios elementos como el origen de replicacion de E. coli, el sitio
de unién de la proteina activadora de catabolitos CAP, promotor y operador del operén
lac y el sitio de restriccibn mdaltiple o polylinker. También, el alineamiento con las
secuencias de ori obtenidas de la base de datos DoriC hizo posible definir el ori de B.

thuringiensis.



Figura 7.

Plasmido pHT315-1 anotado.
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Recuento de lecturas y expresion diferencial en distintas fases de crecimiento de

Bacillus thuringiensis

La existencia del locus krs se ha establecido en el genoma de las especies B.

thuringiensis y B. cereus; por lo tanto, Bacillus thuringiensis serovar chinensis CT-43 se

reconoce como microorganismo productor de kurstakinas. Asi, se utilizaron los archivos

de secuenciacion RNA-seq proporcionados por Wang y colaboradores (2013) para llevar

a cabo un analisis transcriptémico y, en la Tabla 6, se destacan algunos de los genes que

tuvieron elevados niveles de expresion en los distintos puntos de muestreo incluyendo

una comparacion con el gen krsC que, con una longitud de 14kb, presentara la cantidad

mas alta en el recuento de lecturas mapeadas entre los elementos del operdn de interés.
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Tabla 6.
Niveles de expresién en base al recuento de lecturas mapeadas en HTSeq-count.

Comparacion de los mejores perfiles para reemplazo de promotor.

Recuento de lecturas mapeadas (HTSeq-

count) Producto
Gen 7h 9h 13 h 22 h
krsC 16 92 74 33 NRPS: KrsC
ripyu 2258 1705 291 282 50S ribosomal protein L21
cspB2 22241 21324 1723 9 Cold shock protein
groES 1707 418 2242 16 Chaperonin GroES

El nivel de expresion de krsC fue relativamente bajo en comparacion a los
obtenidos por los otros genes elegidos, por tal motivo, se pretende utilizar la secuencia
promotora de una de estas opciones para reemplazar la correspondiente al operon krs
para potencializar el rendimiento de produccion de kurstakinas. A pesar de que cspB2
parece tener buen desempefio de expresion, es importante seleccionar una region
reguladora capaz de mantener la generacion de NRPS de manera estable a lo largo del
crecimiento de Bacillus thuringiensis con el fin de lograr un rendimiento de kurstakina
sostenido a lo largo de su aplicacion en un consorcio bacteriano, asi como en un posible
escalamiento para la produccion industrial en un biorreactor; entonces, basandose en la
Tabla 6 y la Figura 8, el promotor perteneciente al gen rlpU se presenta como una opcion

para la generacion estable de NRPS de kurstakina.
Figura 8.

Numero de lecturas mapeadas a través de las fases de crecimiento (Wang et al., 2013).

A. Promotor de groES. B. Promotor de cspB2. C. Promotor de rlpU.
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El crecimiento de B. thuringiensis estd definido por dos etapas esenciales:
vegetativa y esporulacion; motivo por el que se consideré este factor para llevar a cabo
un analisis de expresion diferencial utilizando DESeq2 en Galaxy. La Tabla 7 resume los
datos que evallan la variacién en la expresién de los genes cuyos promotores se han
tomado en cuenta como candidatos para reemplazar a la secuencia reguladora del

operon krs.

Tabla 7.
Resultados del andlisis de expresion diferencial en DESeqg2. Unicamente se incluyen los

genes cuyo promotor se considera apto para su uso en el constructo.

Gen Media Logz(FC)  StdErr Wald- P-value P-value adj
Stats

ripyu 907.714  -1.192 1.465 -0.813 0.416 0.655

cspB2  7496.389 -3.749 1.659 -2.26 0.024 0.105

groES  839.634 0.474 1.669 0.284 0.776 0.899

En resumen, la informacién expuesta en la tabla anterior esta sujeta a las
siguientes consideraciones: la media se calculo considerando las lecturas mapeadas en
cada punto de muestreo, el logaritmo en base 2 expresa la magnitud del cambio en los
niveles de expresion existente entre las etapas de crecimiento vegetativo y esporulacion,
la prueba estadistica de Wald determina qué tan extrema es la diferencia entre un valor
esperado y el observado (funciona como una prueba x? con 1 grado de libertad), el valor
p estima la significancia del cambio generado y el valor p ajustado a un proceso de varios
analisis controla la tasa false discovery rate (FDR). Con fundamento en los detalles
planteados, el promotor de rlpU sigue siendo la mejor opcién en vista de que su factor de
cambio (variacion de expresion en las etapas de crecimiento con respecto a la media) es

bajo manteniendo un rendimiento promedio alto, la prueba Wald no muestra una variacién
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importante o extrema y el valor p de significancia — aunque no es el mejor — permanece
aceptable para el propésito de este estudio.

Finalmente, en la Figura 9 se aprecia como la diferencia de expresién entre etapas
es extensa (MA-plot), motivo por el que se toman Unicamente los tres genes con mejor
proyeccion de estabilidad; por otro lado, se evidencia como existen variaciones entre las
muestras de fase de esporulacion (heatmap), lo que hace ain mas transcendental la
seleccién de un promotor cuya actividad sea independiente del periodo de crecimiento de

la bacteria.
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Figura 9.

Graficos generados por DESeq2. MA-plot muestra la relacion entre el logaritmo de cambio
de expresion y la media normalizada de los recuentos (para el presente objetivo se
prefiere una media elevada y un logaritmo de cambio cercano a cero). Heatmap indica
una matriz que resalta la semejanzas y disparidades entre las muestras utilizada (es

particularmente llamativa la diferencia entre statl y stat2).
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El promotor del operdn krs descrito por Gélis-Jeanvoine y su equipo de trabajo
(2016) se presenta en la Figura 10 donde se resaltan los elementos regulatorios. La
secuencia abarca regiones de union de factores como SinR, SpoOA y un palindromo
(previamente desconocido) conservados en los genomas de B. thuringiensis y con un
efecto negativo enfocado en reprimir la expresion de las NRPS; ademas, el sitio de inicio
de la transcripcion TSS, de acuerdo a un analisis en BProm y DBTBS, tendria afinidad
con el factor sigma F, el cual es activado principalmente durante la etapa de esporulacion,

hecho consistente con los niveles de expresion obtenidos en el analisis transcriptomico.
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En consecuencia, se procedié a analizar también las secuencias de los dos
mejores promotores elegidos como candidatos para potencializar la expresion del locus
de interés, rlpU y cspB2. Los resultados de la observacion en softwares relacionados a la
prediccion de promotores y sus componentes, presentados en la Figura 11, marcan una
importante diferencia, pues el promotor de rlpU consiste en una regidon compuesta
estructurada por tres potenciales inicios de transcripcion: dos de ellos funcionarian con el
factor sigma A cuya actividad es constitutiva y otro trabajaria con el factor sigma F durante
la esporulacién. Por otro lado, el promotor de cspB2 incluye Unicamente un sitio para el
factor sigma X, activado tras la etapa vegetativa del crecimiento, y cuenta con lugares de
union de los factores AbrB y AraR de regulacion negativa y ComK de regulacion positiva

de acuerdo al programa DBTBS.
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Figura 10.

Promotor del operén krs (Gélis-jeanvoine et al., 2016). Incluye: sitios de unién del factor
SinR (posiciones 64 y 237), palindromo de regulacién negativa (posicion 505-542), region
-35 (posicién 711), region -10 (posicion 735), sitio de inicio de transcripcion TSS (posicion

747) y potencial lugar de unién del factor SpoOA (posicion 959).
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Figura 11.

Promotores candidatos para potencializar la expresion del operén krs. PrlpU contiene:
regiones -35y -10 con el sitio de unién de sigmaA (posicidon 123-158), regiones -35y -10
con el sitio para el factor sigmaF (posicion 181-216), regiones -35 y -10 con el TSS
principal (posicion 227-264) y el potencial sitio de union del ribosoma (posicién 367).
PcspB2 contiene: regiones -35 y -10 con sitio de union del factor sigmaX (posicion 224-

257).
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Entonces, se llevé a cabo el ensamblaje in silico del vector de transformacién
compuesto por el plasmido pHT315-1 junto a las secuencias del promotor PripU y el gen
krsE que facilite la recombinacion homdloga. La Tabla 8 exhibe los primers disefiados y
utilizados para la amplificacién de los fragmentos de interés mediante PCR y contienen
en la region sobresaliente (overhang) 5' los sitios de restriccion Utiles para la clonacion

molecular.

Tabla 8.
Oligonucleodtidos (primers) utilizados para amplificar los fragmentos de interés PripU y

krsE en Bacillus thuringiensis serovar galleriae strain HD-29.

Primers Secuencia (5'-3") Enzima de
restriccion

PripU_Fwd CATGAAGCTTAGAGAGAGAACTAATCAC Hindlll

PripU_Rev GCTACTAGTGCACCTCCTCTTAATTAC Spel

krsE_Fwd CTAGTCTAGAGCTTTTATGAAAACTATTGATTC Xbal
krsE_Rev - CTGAGAATTCCTTCAAAAATTATTTGCTCTT ~ EcoRl

La respectiva digestion in silico se desarrollé con todas las enzimas de restriccion
mencionadas tanto en el plasmido como en los fragmentos obtenidos. Como tal, la Figura
12 muestra el vector final a utilizar en la transformacién que tendria lugar en las células

de B. thuringiensis.
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Figura 12.
Vector pHT315-5 ensamblado con las secuencias PrlpU y krsE para reemplazar la

secuencia de Bacillus thuringiensis.
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Integracion de la secuencia en el cromosoma bacteriano

Una vez definido el constructo génico para transformar el cromosoma bacteriano
y aspirar a un mejor rendimiento en la produccién de kurstakinas, procede simular el
acontecimiento de recombinaciéon homodloga. Asi, el software MCDS (Shi & Vickers,
2016), disefiado con algoritmos que consideran los factores necesarios para dar lugar a
eventos de recombinacién homoéloga, recombinacion lambda red, unién de extremos no
homologos NHEJ y otros; fue empleado para introducir al vector pHT315-1_PrlpU_krsE
en el segmento aguas arriba al locus krs del genoma de Bacillus thuringiensis serovar
galleriae strain HD-29. Consecuentemente, la Figura 13 exhibe el resultado arrojado por

el sistema, donde puede notarse como, efectivamente, el nuevo promotor se integraria al
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locus krs haciendo posible esperar un mayor rendimiento de kurstakinas y, sobre todo,

gue sea constitutivo (a lo largo de todo el ciclo de crecimiento) para favorecer activamente

al consorcio bacteriano del cual formaria parte en futuras aplicaciones.
Figura 13.

Simulacion de recombinacion homéloga entre pHT315-1 PrlpU_krsE vy el locus krs de
Bacillus thuringiensis.
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Propuesta de protocolo experimental

El procedimiento que se propone a continuacion concibe la cadena de actividades

necesarias para elevar la produccion de kurstakinas en Bacillus thuringiensis, con el fin

de aplicar el lipopéptido en distintos campos considerando sus propiedades y sobre todo
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en suelos contaminados con sustancias derivadas de petrdleo como se ha planteado en
el desarrollo de este documento.
. Muestreo de suelo

El lugar de recoleccién debe ser reconocido y delimitado, de preferencia incluira
una imagen satelital o un mapa del sitio y sus respectivas coordenadas. Con base en
antecedentes de reportes en Ecuador, Bacillus thuringiensis puede hallarse en compost
proveniente de floricolas en las cercanias de Cayambe o Tabacundo (Narvaez, 2015) y
en sectores aledafios a Lago Agrio contaminados con productos de petrdleo (Maddela et
al., 2015). Entonces, se tomaran ahi muestras de 400 g en la superficie del suelo
(cavando hasta 15 cm de profundidad) en cuatro puntos elegidos aleatoriamente. Las
alicuotas de suelo deberan ser secadas al aire libre, tamizadas y conservadas a 4°C
(Maddela et al., 2015).
. Caracterizacion fisicoquimica

En primer lugar, se determina el porcentaje de material grueso al pesar las
particulas retenidas al pasar la muestra original por un tamiz con orificios de 2 mm.
Después, se establecera el pH introduciendo un potencidmetro en una mezcla suelo-agua
de proporciones 1:1. Con respecto a la conductividad eléctrica, se ocupard un
conductimetro introducido en un matraz que contenga 100 ml de agua al que se
adicionara 1 g de suelo (Nagaraju et al., 2009).
o Aislamiento de la bacteria

Una porcién de 1 g de la muestra de suelo se disolvera en 10 ml de agua destilada
asegurandose de mezclar completamente y se procedera a calentar la solucién hasta
80°C durante 10 minutos para deshacerse de células vegetativas y las bacterias carentes
de esporas. Diluciones seriadas hasta 10%° seran realizadas y se tomaran alicuotas de
cada dilucién para esparcirlas en medio T3 (por cada litro: 3 g de triptona, 2 g de triptosa,

1.5 g de extracto de levadura, 0.05 M de buffer fosfato a pH 6.8 y 0.005 g de MnCl;
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(Shishir et al., 2012)). Las placas deberan ser incubadas a 37°C durante la noche para
proseguir a observar las colonias con tincion Gram.

El medio T3 favorece a la esporulacién del grupo B. cereus (Lout et al., 2020),
posteriormente, para discernir entre Bacillus cereus y Bacillus thuringiensis se utilizara
450 ml de base para el medio MYP estéril mezclada con 50 ml de emulsién de yema de
huevo y una solucion de Polimixina B sulfato hasta lograr una concentracion de 100
unidades por ml. Una colonia de cada aislado es suficiente para sembrar por estriado en
el agar MYB incubandose a 30°C durante 24 horas. Al concluir, la diferenciacion se logra
teniendo en cuenta que B. cereus crece formando colonias rosadas de borde amarillo,
entonces, las colonias que no presenten estas caracteristicas perteneceran a Bacillus
thuringiensis (Rabha et al., 2017).

° Medio de cultivo y crecimiento bacteriano

Las bacterias a utilizar son Bacillus thuringiensis aislado de las muestras de suelo
y Escherichia coli competente adquirida de manera comercial. Por otro lado, el medio de
cultivo destinado para el crecimiento de ambos microorganismos es Luria-Bertani
(también llamado LB, que contiene: 10 g/L de triptona, 5 g/L de extracto de levaduray 10
g/L de NaCl).

Particularmente, el primer paso de crecimiento de B. thuringiensis se lleva a cabo
a 42°C durante la noche en constante agitacion a 200 rpm para conseguir una cepa cry ~
o acristalifera (D Lereclus et al., 1989). A continuacion, las células de E. coli se cultivaran
en LB a 37°C en mezcla continua y B. thuringiensis a 30°C. En ultimo lugar, y enfocado
en la diferenciacion de células transformadas, se afiadiran en agar LB 100 pg/mL de
ampicilina, para E. coli, y 25 pg/mL de eritromicina, para B. thuringiensis (Gélis-jeanvoine

et al., 2016; Jiao et al., 2016).
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La transformacion de B. thuringiensis se desarrollara por electroporacién tras
preparar células competentes mediante la exposicién a un pulso eléctrico de 12.5 kV/cm
en un equipo Micropulser.

. Manipulacién de ADN

El plasmido puede ser solicitado al autor (Arantes & Lereclus, 1991) o al equipo
de iIGEM encargado de la modificacibn mencionada para generar pHT315-1 (loana,
2012). Los primers, sintetizados por Macrogen® o ThermoFisher®, serdn empleados en
los procedimientos de PCR con una ADN polimerasa estandar como DreamTaq
(ThermoFisher) o similares en un volumen de reaccién ajustado a 25 yL. Las enzimas de
restriccion y la ADN ligasa T4 seran utilizadas de acuerdo a las indicaciones del
fabricante.

. Extraccion y cuantificacién de kurstakinas

Las células transformadas de B. thuringiensis se cultivaran por triplicado en medio
LB agar incubado a 37°C durante 24 horas y se conserva otros 6 dias dentro de la
incubadora a 27°C. Entonces, se procedera a tomar 100 mg de esporas secas para su
respectiva suspension en 10 mL de una solucion de acetonitrilo/agua/acido
trifluoroacético (ATF) en proporciones V/V de 90:10:0.1 mezclando enérgicamente con
vortex y centrifugando levemente a 3000 g durante 10 minutos. El lipopéptido se hallara
en el sobrenadante, por lo que se secara utilizando una centrifuga de vacio y el extracto
seco se disolvera en 4 mL de la solucion acetonitrilo/agua/ATF ahora en proporciéon V/V
30:70:0.1 para pasar por una columna de cartucho empacada con 500 mg de silica gel
C18. Posteriormente, los elementos retenidos se lavan en dos pasos: primero con 10 mL
de ATF al 0.1% y segundo con 10 mL de acetonitrilo/agua/ATF (30/70/0.1 V/V). En un
paso final, la fraccién de lipopéptido se remueve con 10 mL de la solucion de elucion

acetonitrilo/agua/ATF en proporcion V/V 90/10/0.1 y secada (Hathout et al., 2000).
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Un siguiente procedimiento de purificacion se efectuard a través de cromatografia
liqguida de alta eficacia HPLC ocupando una columna semi preparativa de tamafio de
particula 10 um y dimensiones de 250x10 mm conectada a una bomba de distribucion.
La muestra debe ser diluida en 500 pL de la solucién acetonitrilo/agua/ATF (30/70/0.1
V/V) para inyectarse en la columna. La fase movil estara disefiada con un flujo fijo de 20
pL/min formada por dos componentes: el solvente A que consiste en 0.1% de acido
trifluoroacético en agua y el solvente B de acetonitrilo suministrado en un gradiente que
inicia en 30% durante un minuto y se eleva progresivamente hasta 70% hasta cumplir los
20 minutos del proceso. Los picos con distinto tiempo de retencién seran recolectados y
liofilizados; asi, la fraccion de lipopéptido puede ser pesada en una microbalanza (Diallo
et al., 2019; Hathout et al., 2000).

° Degradabilidad de diésel

La metodologia para evaluar la capacidad de degradacion de diésel en presencia
del lipopéptido extraido es la propuesta por Diallo y colaboradores (2019). En primer
lugar, se prepararan 800 mL de medio Bushnell-Hass BH (por litro: 1 g de KH,PO4, 1 g
de KoHPO4, 0.2 g de MgSO4, 0.02 g de CaCl,, 1 g de NH4NOs3, 0.05 g de FeCls, 0.05 g de
extracto de levadura) conteniendo diésel en concentracion del 1%. El caldo nutriente se
separara en dieciséis matraces conteniendo 50 mL cada uno, en ocho de los cuales se
colocara el biosurfactante extraido anteriormente hasta lograr una concentracion de 120
mg/L; mientras los otros matraces tendran solamente medio. Entonces, el ensayo se basa
en el cultivo de un microorganismo degradador de hidrocarburos, como Acinetobacter
haemolyticus, en los envases de ambos grupos de estudio manteniendo agitacion
constante a 150 rpm durante 21 dias a 30°C.

La determinacién de resultados sera llevada a cabo por métodos de analisis
gravimétricos para establecer la tasa de degradacion a los a, 10, 14 y 21 dias. Asi, el

hidrocarburo remanente sera extraido con una solucién 1:1 V/V de hexano, exponiendo
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la mezcla a vortex por 5 minutos y permitiendo la separacion de la fase organica para su

recoleccion. Consecuentemente, se extraera dos veces la fase acuosa y el solvente sera

evaporado mediante el uso de un rotavapor. Cada muestreo se realizara por duplicado.
Entonces, la tasa de degradacion se calculara utilizando la siguiente formula:

(PHR en cultivo control — PHR en la muestra) x 100%

TDH (%) =
(%) PHR en cultivo control

Considerando: TDH como tasa de degradacion del hidrocarburo y PHR como peso
de hidrocarburo remanente.
Ademas, el mejoramiento de la degradacién del hidrocarburo con el uso del

lipopéptido se determina con la siguiente férmula:

(TD con kurstakina — TD sin kurstakina) x 100
TD con kurstakina

MD (%) =

Donde, MD se refiere a mejoramiento en la degradacion y TD significa tasa de
degradacion.

También, se evaluara el crecimiento de la bacteria influenciado por la presencia
de kurstakina, para lo que se usara el método de conteo en placas. Se tomaran alicuotas
de 1 mL desde los cultivos en medio BH a los 4, 7, 10, 14, 17 y 21 para inocularlas en
agar nutriente incubado a 30°C durante 24 horas. El resultado sera reportado como un

logaritmo en base 10 de las unidades formadoras de colonia por mL (UFC/mL).
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Capitulo V: Discusién

La familia de lipopéptidos kurstakina fue descrita por Hathout y su equipo de
investigacion (2000), quienes reportaron tres moléculas representantes de este grupo
describiendo una estructura similar que consta de siete aminoacidos D-
Thr/Gly/Ala/Ser/His/D-GIn/GIn y difieren Gnicamente por la longitud de la cadena de acido
graso que se une al residuo de treonina. De tal manera, con los conocimientos
recopilados hasta ese entonces y durante las Ultimas dos décadas, este tipo de
lipopéptidos ha pasado con bajo perfil en estudio indagatorios frente a otras moléculas
similares sintetizadas por bacterias del género Bacillus como los pertenecientes a familias
como surfactina, iturina y fengicina. Particularmente, las iturinas mantienen una relacion
estrecha con las kurstakinas en términos de biosintesis en vista de que ambas cuentan
con una estructura heptapeptidica ciclica y sus sintetasas peptidicas no ribosomales
NRPS de mayor longitud (ItuB y KrsC, respectivamente) estan conformadas por cuatro
maédulos y, en algunos casos como la bacilomicina, coinciden en ciertos aminoéacidos
utilizados como sustrato (Geissler et al., 2019). Por lo tanto, con el antecedente de esta
familia de compuestos sintetizados por Bacillus subtilis, cabe comprender que las
herramientas informéticas de prediccion y anotacion de genes pasen por alto la
descripcién del operén krs y las informacién disponible en las bases de datos
convencionales como NCBI y EMBL sea ambigua o nula.

Por otro lado, un mecanismo que puede ponerse en marcha con el fin de dilucidar
si una NRPS forma parte del sistema de biosintesis de un lipopéptido en especifico es la
identificacion de los dominios que constituyen sus distintos modulos, pues existen motifs
gue sugieren una actividad especifica como el caso del dominio de epimerizacion
encargado de alterar la configuracién espacial del aminoacido de levdgiro a dextrégiro. A

la par, la definicion del sustrato especifico del dominio de adenilacion permite establecer
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una prediccion de la compaosicion del péptido; sin embargo, algunas de las inconsistencias
obtenidas durante este tipo de analisis en las NRPS de kurstakinas se deberian al patrén
degenerado de seleccion exhibido por su tipo de enzimas, D-alanil-poli(fosforibitol)
sintetasa, por lo que los modelos ocultos de Markov precisan de un input limitado a una
secuencia reducida donde se encuentre tal dominio de adenilacion o, en su defecto, el
enriqguecimiento de la base de datos experimentales de referencia para afinar la
especificidad del software de prediccion (Khayatt et al., 2013).

La distribucion del operon krs dentro del grupo Bacillus cereus fue previamente
establecida por Gélis-Jeanvoine y colaboradores (2016) ocupando los genomas
secuenciados disponibles al momento de su investigacion; asi, la actualizacién del
registro de especies portadoras (Tabla 5) permite corroborar que, en efecto, los genes de
NRPS de kurstakinas son endémicos del grupo taxonémico halldndose exclusivamente
en B. cereus y B. thuringiensis a nivel cromosémico y en B. mycoides y B.
weihenstephanensis dentro de plasmidos; ademas, y el arbol filogenético de maxima
verosimilitud ratifica lo expuesto por el grupo de investigacion, pues el operon estaria
conservado en especies especificamente del clado Il, lo que sugiere un papel ecoldgico
de kurstakina que facilitaria la invasion de Bacillus thuringiensis en larvas y cadaveres de
insectos hospederos. En adicion a la teoria planteada, la recopilacién de informacién
brindada por Ehling-Schulz y sus colegas (2019) serviria como sustento tomando en
cuenta que especies como B. anthracis tienen un comportamiento marcado de infecciéon
en mamiferos y la tendencia de B. cereus y B. thuringiensis, aunque ambiguamente
descrita hasta la fecha, sugiere una preferencia a establecerse en suelos agricolas y
remanentes de insectos del orden lepidoptera y coledptera. Las kurstakinas favorecerian
a la formacion de biofilm y la estabilidad de la poblacién de la bacteria (Dubois et al.,

2012; Gélis-jeanvoine et al., 2016).
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En contraste con el rol ecolégico o fisioldgico que puedan tener las kurstakinas en
su microorganismo de origen, el hecho de ser un lipopéptido implica un potencial para
aplicaciones biotecnol6gicas dentro de industrias como la farmacéutica, quimica, agricola
o de alimentos, asi como en el tratamiento y remediacién de sitios contaminados (Malviya
et al., 2020). Para este fin, es necesario considerar que las kurstakinas son producidas
durante la fase de esporulacién del crecimiento de B. thuringiensis, una caracteristica
similar a la de las proteinas cristaliferas entomotéxicas cuya expresion ha sido extendida
para llevarse a cabo de manera constitutiva mediando la integracion de distintos
promotores o fragmentos reguladores a través de sistemas de recombinacién (Schnepf,
2012).

Por consiguiente, es importante revisar las herramientas actuales que faciliten el
mejoramiento en el rendimiento de generacion de metabolitos secundarios como los
lipopéptidos. Asi, Hu junto a su equipo (2019), recopilan estrategias para potenciar la
produccion de surfactina en B. subtilis y proyectan estos procedimientos para su
ejecucién con respecto a otras sustancias como las kurstakinas; entre estas, la ingenieria
de promotor resalta como una alternativa viables teniendo en cuenta el panorama extenso
gue puede obtenerse a partir de un andlisis transcriptémico.

Este tipo de observaciones han sido anteriormente realizadas en una canalizacion
de programas configurada de la siguiente manera: TopHat—Cufflinks—Cuffmerge,
enfocada en el mapeo de las lecturas de RNA-seq y una estimacion de RPKM como un
método para describir los niveles de expresion (Trapnell et al., 2013). No obstante, los
software del grupo TopHat y Cufflinks han sido marcados como descontinuados en los
servidores de Galaxy en vista de la disponibilidad de alternativas actualizadas que
incluyen pardmetros que permiten predecir eventos de splicing alternativo o de novo vy,
ademas, destacan como los valores de RPKM son en esencia descriptivos y se

recomienda evitar su uso al definir niveles de expresiéon (Nekrutenko, 2020). Por lo tanto,
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el alineamiento y mapeo elaborado con Bowtie2 fue satisfactorio tomando en cuenta su
disefio moderno y su disponibilidad ante la voluntad del usuario a manipular ciertos
pardmetros, como los referentes a splicing, que destacan su fidelidad a los patrones de
expresion esperados en procariotas. También, el acercamiento estadistico efectuado por
el software de andlisis de expresion diferencial DESeq?2 proyecta una visién panoramica
del comportamiento de los promotores, facilitando a la seleccion de una secuencia
reguladora capaz de favorezcer la expresion constitutiva y elevada de un gen de interés,
como PrlpU, en lugar de elegir basandose unicamente en valores puntuales de alto
rendimiento.

En adicion a los elementos a considerar al momento de seleccionar la region
promotora candidata para reemplazar a Pkrs (promotor del operdn krs) se encuentran los
factores de transcripcion, pues la region propia del locus de interés presenta un patron
definido de represion con sitios de unién para SinR, SpoOA y una region palindrémica
represora; en contraste, PrlpU cuenta con sitios para la potencial unién de proteinas como
AbrB, ComK, GInR, MntR, PurR, RocR y TnrA que son en su mayoria de regulacion
positiva o estdn encaminadas a mantener la homeostasis de elementos como manganeso
y sodio en el entorno. Del mismo modo, fue determinante la observacion de la estructura
secundaria formada por el ARNm estimada mediante el uso del software UNAFold
(Markham & Zuker, 2008), donde se evidencia en Pkrs la conformacion de mdultiples
bucles que favorecen la exposicion del sitio de union de SpoOA; mientras, PrlpU da lugar
a una estructura de un bucle principal a manera de vastago en el tallo de una planta vy,
sobre todo, cabe remarcar la manera en la cual favorece a la accesibilidad del sitio de
unién del ribosoma para continuar con la traduccion (Wang, Ai, et al., 2013).

Finalmente, el protocolo propuesto para la aplicacion experimental de la
informacion detallada en este documento se formé con base en el primer reporte de

kurstakinas (Hathout et al., 2000), la investigacion pionera en describir su regién
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promotora y su capacidad de sostener la formacion de biofilm (Gélis-jeanvoine et al.,
2016) y el estudio mas reciente de kurstakinas encargado de evaluar su potencial
aplicabilidad en lugares contaminados por hidrocarburos derivados de petréleo (Diallo et
al., 2019); motivo por el cual se sostiene la viabilidad del procedimiento tanto en campo
como en laboratorio.

Sin embargo, es importante traer a colacion la técnica propuesta en el articulo de
Dimkic y su grupo de investigacion (2017), donde se utiliza como fuente de extraccion de
kurstakinas el sobrenadante de cultivo en medio LB y se somete a procesos de
identificacion y obtencion como la espectrometria de masas MALDI-TOF y la
cromatografia de capa fina de alto rendimiento (HPTLC). De acuerdo con el equipo de
trabajo, la elucion con acetato de etilo tendria mejores resultados para conseguir
kurstakinas como compuestos puros y tiene un mayor espectro de alcance, pues es

aplicable con otros lipopéptidos como iturinas, fengicinas y surfactinas.
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Capitulo VI: Conclusiones

Los genes que codifican las NRPS encargadas de la biosintesis de kurstakinas
estan dispuestos en el genoma de Bacillus thuringiensis a manera de operén cuya
expresion esté dirigida por el promotor Pkrs de una longitud aproximadas de 1.1 kb y
cuenta con sitios de unién de factores de transcripcion que reprimen su actividad. Los
productos de esta region son seis proteinas que se denotan como KrsE, KrsA, KrsB, KrsC,
Krs D (fosfopanteteinil transferasa) y TE (tioesterasa).

La potencializacién del rendimiento de expresion génica en este locus de interés
es viable y requiere, de acuerdo a este caso de estudio, del reemplazo de su regién
promotora a través de la integracion de un promotor candidato en el cromosoma
bacteriano mediante recombinacion homéloga. Para esta finalidad, el plasmido pHT315-
1 puede actuar como un vector de transporte albergando un constructo que consiste en
el promotor constitutivo fuerte PrlpU (proveniente del gen de la proteina ribosomal 50S
L21) y la secuencia del gen krsE que dirija y facilite el evento de recombinacion.

Este proceso de ingenieria genética tiene potencial de ser ejecutado en laboratorio
con especies reportadas en Ecuador, como Bacillus thuringiensis serovar galleriae strain
HD-29, y la combinacién de técnicas que incluyen la reaccién en cadena de polimerasa y
digestion por enzimas de restriccion, concebidas en el procedimiento general de
clonacién y transformacion molecular. Por lo tanto, los lipopéptidos obtenidos pueden
emplearse en diversas areas, teniendo como protagonista en el presente documento a la
remediacién de sitios contaminados por hidrocarburos derivados del petréleo teniendo en

cuenta la propiedad biosurfactante de la kurstakina.
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Capitulo VII: Recomendaciones

Este documento presenta el disefio de un constructo dentro del vector de
transporte pHT315, un miembro del reducido grupo de plasmidos descritos para la
transformacién en Bacillus thuringiensis; sin embargo, se sugiere comparar durante
el procedimiento experimental su efectividad frente a otros plasmidos, como pBta,
cuya aplicacion se ha reportado como diversificada dentro del género Bacillus y que,
ademas, permitiria el control de su prevalencia dentro de la bacteria por su naturaleza
termosensible.

Por otro lado, la extraccion del lipopéptido se ha propuesto de acuerdo a la
estrategia utilizada en el primer reporte de kurstakinas y que ha sido replicada en
distintos articulos de investigacion, pero es recomendable la puesta en marcha de la
técnica generada por Dimkic y su equipo (2017) con el fin de sacar el mayor provecho
al biosurfactante extrayéndolo tanto desde las esporas como del sobrenadante del

medio de cultivo.
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