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RESUMEN

NprR es una proteina de la familia de receptores de quérum sensing RNPP,
funciona como un regulador transcripcional y es activado por su péptido de
sefalizacion NprRB. El regulon de NprR-NprRB incluye genes involucrados en
la resistencia a condiciones de estrés y antibidticos, genes que codifican para el
sistema oligopéptido permeasa (Opp) y genes que codifican para enzimas
degradativas, y hay ademas evidencias que indican que NprR participa en la
esporulacion. En este estudio evaluamos algunos fenotipos que podrian ser
afectados en una mutante BtAnprR-nprB. Posteriormente se expresaron los
genes nprR-nprRB y variantes de este sistema de quérum sensing en dicha
mutante para tratar de restablecer los fenotipos alterados. Asi mismo se evalué
la adicién de péptidos sintéticos en la mutante transformada sélo con el gen
silvestre nprR o con un gen al que se le deletd la secuencia del dominio de
unién a DNA (nprRAHTH), en la complementacion de la mutante. Los fenotipos
de esporulacion, actividad de proteasa neutra, “swarming”, formacion de
biopelicula y expresiéon de la proteina CrylAa se vieron afectados por la
mutacion. Los fenotipos de proteasa neutra y esporulaciéon fueron
complementados mediante la expresion de los genes nprR-nprRB a partir del
plasmido pMAD con la construccion nprR-nprRB. La expresion del gen
nprRAHTH junto con nprRB restablecid el fenotipo silvestre de esporulacion,
evidenciando una funcién de NprR independiente de su funcién como regulador
transcripcional. Asi mismo, los resultados de expresién de Cry1Aa, muestran
que NprR probablemente es un represor de Cry1Aa, al observarse en la cepa
mutante una mayor expresion de Cry1Aa en comparacion con la cepa silvestre.

La restauracion del fenotipo de actividad de proteasa neutra con los
péptidos sintéticos SKPDIVG y SSKPDIVG en la cepa AnprRnprRB[pNprR],
indica que ambos péptidos son activos y sugiere que mas de un unico péptido

de senalizacion codificado en nprRB es funcional.

Palabras Clave: Quorum Sensing, NprR, Bacillus thuringiensis, Esporulacion.



ABSTRACT

NprR is a protein that belongs to the family of quorum sensing receptors RNPP.
NprR is a transcriptional regulator activated by its signal peptide NprRB. The
NprR-NprRB regulon includes genes involved in resistance to stress conditions
and antibiotics, genes encoding the oligopeptide permease system (Opp), and
genes encoding degradative enzymes. There is also evidence that NprR is
involved in sporulation. In this study we evaluated some phenotypes that could
be affected in a mutant BtAnprR-nprRB. We evaluated the phenotypes of
different constructions in a mutant background where plasmids with different
combinations of nprR-nprRB genes where evaluated for their ability to restore
the wild type phenotype. Likewise synthetic peptides were added to the mutant
strains transformed only with the wild type gene nprR or with a gene where the
sequence of the DNA binding domain was removed (nprRAHTH) to assessed
complementation of the mutant. The mutation affected phenotypes of
sporulation, neutral protease activity, "swarming", biofilm formation and
expression of CrylAa protein. The phenotypes of neutral protease and
sporulation were complemented in the mutant BtAnprR-nprRB mutant by
expression of the nprR-nprRB genes. Also nprRAHTH —nprRB genes restored
the wild type sporulation phenotype, evidencing a second function of NprR,
which is independent of its function as a transcriptional regulator.
Likewise, the assay of cry1Aa expression shows that NprR may be a repressor
of Cry1Aa,

Both, synthetic peptides SSKPDIVG and SKPDIVG restored the neutral
protease production phenotype in AnprRnprRB[pNprR] strain, indicating that
both peptides are active and suggesting that more than one signal peptide

coded in nprRB is functional.

Keywords: Quorum Sensing, NprR, Bacillus thuringiensis, Sporulation.
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CAPITULOI

INTRODUCCION

Los sistemas de quorum sensing (QS) son sistemas de comunicacion célula —
célula que permiten la regulacion de la expresion génica bacteriana en
respuesta a la densidad celular. La base del mecanismo es la produccion,
secrecion, y deteccion de pequefas moléculas de senalizacion. La
concentracion de estas moléculas se correlaciona con la concentracion de
microorganismos y cuando se alcanza un umbral de densidad celular, y por
ende de concentracion del elicitor, se presenta el fendmeno de quorum.
Entonces los microorganismos responden a las sefales a través de un cambio
coordinado en sus perfiles de expresion génica. Procesos bacterianos como la
secrecion de factores de virulencia, formaciéon de biopeliculas, esporulacion,
desarrollo de competencia, bioluminiscencia, conjugacion y produccion de

metabolitos secundarios, estan regulados por QS (Bassler & Losick 2006).

Mediante la regulacion de la expresion génica de acuerdo a la densidad
de poblacién, el QS permite a las bacterias coordinar su comportamiento como
una comunidad entera y podria haber sido uno de los primeros pasos en el
desarrollo de la multicelularidad (Waters & Bassler, 2005). Las bacterias Gram
positivas utilizan como moléculas de sefalizacion oligopéptidos derivados del
procesamiento de pequefas proteinas especificas. A los péptidos de
senalizacion de les denomina también péptidos autoinductores o AlPs (por sus

siglas en inglés) (Bassler & Losick 2006; Novick & Geisinger 2008).



En el grupo de bacterias B. cereus, que incluye entre otros a Bacillus
thuringiensis, Bacillus anthracis y Bacillus cereus, existe una familia de
proteinas sensoras citoplasmicas de QS que se unen directamente a su péptido
de senalizacion, denominada RNPP, por las iniciales de las proteinas que la
constituyen: Rap/ NprR/ PIcR/ PrgX (Declerck et al., 2007; Rocha-Estrada et al.,
2010). Las proteinas receptoras de esta familia comparten gran similitud
estructural y de éstas, NprR ademas de ser un regulador transcripcional, tiene
similitud estructural con las Rap que se unen a proteinas reguladoras de
respuesta para regular el flujo de fosfatos en la cascada de senalizaciéon
llamada  “phosphorelay” (Perchat et al., 2011, Perego, 2001)
La activacién de la transcripcidon de la proteina reguladora NprR y su péptido de
senalizacion NprRB comienza en el inicio de la fase estacionaria (Dubois et al.,
2013). NprR cuenta en su estructura con un dominio de uniéon a DNA y otro de
unién a péptidos y proteinas. Ha sido descrita como el regulador transcripcional
de la proteasa neutra (NprA) (Perchat et al., 2011) y recientemente se ha
propuesto como regulador de enzimas degradativas, y de genes involucrados
en la resistencia a estrés por parte de la bacteria, esto en base a su regulon
(Dubois et al., 2013). NprRB se secreta como un péptido de 19 aminoacidos, y
es procesado extracelularmente antes de ser reimportado a la célula bacteriana.
La secuencia correspondiente al péptido de sefalizacion maduro es una
secuencia interna del péptido inmaduro exportado (Rocha et al., 2011, Pottathil
& Lazazzera., 2003).

Rocha et al.(2011) encontraron evidencia cientifica de que el sistema
NprR-NprRB podria estar implicado en el mecanismo de regulacion de la
esporulacion en Bacillus thuringiensis, y en la regulacion de la expresion de
proteinas Cry. Observaron que los pentapéptidos sintéticos SKPDI (codificado
en nprRB) y sus variantes SKPDT, SAPDT aumentan sutiimente la expresion de
crylAa y los péptidos de mayor longitud YSSKPDI, SKPDIVG, SSKPDIV,
SSKPDIVG, y YSSKPDIVG, codificados en nprRB, la disminuyen. Caso

contrario ocurrié en la esporulacion, donde los pentapéptidos no tuvieron efecto



y los péptidos de mayor longitud la aumentaban y aceleraban la aparicion de
esporas. Lo anterior es un indicio de que la longitud y secuencia del péptido de
senalizacion maduro (NprRB) influye en la funcion del sistema NprR - NprRB
(Rocha et al., 2011).

Respecto a la especificidad péptido de senalizacidén-proteina sensora, en
el caso de proteinas Rap, cuyos péptidos estan codificados en los genes phr en
el genoma de B. subtilis, se han identificado genes que codifican para 11 Rap
fosfatasas y 8 Phr. En el caso de B. thuringiensis israelensis, en su genoma hay
secuencias putativas para 8 Rap y 4 Phr, lo que nos lleva a sugerir que no
todas las proteinas Rap son proteinas de QS, o bien, que estas Rap pudieran
ser activadas por péptidos provenientes de otros genes phr. Se ha encontrado
en algunos casos que el péptido de sefalizacion codificado en un gene phr
llega a unirse a 2 proteinas Rap diferentes como en el caso de PhrC que se une

a las proteinas RapC y RapD (Anderson et al., 2005.).

Asi mismo, en el caso de la proteina PrgX participan 2 péptidos de
senalizacion, siendo el péptido de sefializacion cCF10 (LVTLVFV) un activador
y el péptido iCF10 (AITLIFI) un represor, los cuales son codificados en
diferentes genes y actuan sobre un individuo (célula bacteriana) diferente del

que la produjo (Kozlowicz et al., 2006).

Observando que NprR podria estar interviniendo en otros procesos a
parte de la regulacion transcripcional de los genes que integran su reguldn, la
pregunta a responder es: ;NprR participa en otros fenotipos regulados por
quérum sensing y el péptido SKPDIVG, que es necesario para la funcion de
NprR como activador transcripcional de NprA, se requiere también para las
funciones de NprR relacionadas con la regulacién del inicio de la esporulacion,

o bien se necesitan péptidos diferentes para esas funciones?.



CAPITULO I

ANTECEDENTES

2.1 Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria Gram-positiva, la cual pertenece al
grupo de bacterias Bacillus cereus, que incluye ademas a B. cereus, B.
mycoides y B. anthracis. Bt es una bacteria con propiedades bioinsecticidas y
es el agente entomopatdgeno mas utilizado en el control biolégico de plagas.
Bacillus thuringiensis (Bt), produce un cristal paraesporal durante la fase
de esporulacion, que es el responsable de la actividad bioinsecticida. El cristal
esta constituido por d-endotoxinas también conocidas como proteinas Cry,
estas toxinas son altamente especificas contra insectos plaga, gracias a lo cual
los bioinsecticidas basados en esta bacteria tienen un impacto ambiental muy
bajo (Soberdon y Bravo, 2007). La expresion de la mayoria de los genes que
codifican para las proteinas Cry depende de los factores sigma de la
esporulacion, por lo que la sintesis de las proteinas Cry esta reguladas

indirectamente por la esporulacion.

2.1.1 Proteinas Cry

El mecanismo de accion de las proteinas Cry se ha estudiado principalmente en

lepidopteros y es un proceso de multiples etapas. Los insectos que han ingerido



los cristales y esporas de Bt presentan como sintomas: cese de la ingesta,
paralisis del intestino, diarrea, paralisis total y finalmente la muerte (Soberén y
Bravo, 2007). Después de que los cristales son ingeridos por el insecto, éstos
son solubilizados en el intestino medio del insecto, y las proteinas Cry
solubilizadas son procesadas por proteasas intestinales para generar las
toxinas activas que llevaran a la muerte de la larva (Bravo et al., 2004). El
mecanismo de accion de las toxinas Cry en los insectos es un proceso complejo
que implica el contacto con los receptores de la toxina en el epitelio del intestino
medio, provocando asi cambios conformacionales en las moléculas de toxinas
necesarias para la oligomerizacion y para la inserciéon en la membrana celular

para formar poros, y finalmente matar las larvas (Portugal et al. 2014).

Como ya se menciono, las produccion de la mayoria de las proteinas Cry
esta ligada al proceso de esporulacidn de la bacteria, porque depende de los

factores sigma de esporulacion. En B. thuringiensis el factor o © se activa en la

preespora y posteriormente activa a 6°° (o%) en la célula madre. Este Ultimo se
requiere para la expresion a partir del promotor Bt/ de los genes que codifican
para las proteinas Cry dependientes de la esporulacion, como lo son los genes
crylAa, cryllA y crylB. Después de que finaliza el proceso en el cual la
preespora se recubre de dos membranas, se activan ¢® en la preespora y 0°®
(0) en la célula madre. 0°® se encarga de activar al promotor Btll para
continuar con la transcripcién de los genes Cry (Agaisse y Lereclus, 1995). El
cristal parasporal se ubica en el interior del esporangio y, por lo general, fuera

del exosporio de la espora. Ambos son finalmente liberados tras la lisis celular.

2.1.2 Esporulacién

La esporulacion es un fendbmeno muy bien estudiado en B. subitilis, el cual es el
modelo de estudio de bacilos. El fendbmeno de esporulaciéon es un proceso de

diferenciacion celular que involucra la regulacién de la expresion temporal y



espacial de varios genes. El inicio de la esporulacién depende de la falta de
fuentes de carbono, nitrégeno o fésforo (Piggot y Coote, 1976), de quorum
sensing, de la replicacion del ADN y de la carga energética de la célula
(Schneider et al., 2002).

En B. subtilis se sabe que las bacterias pueden detectar senales
metabdlicas y ambientales, para después integrarlas a un sistema de
transferencia secuencial de fosfatos, llamado “phosphorelay” (Hilbert y Piggot,
2004). El sistema esta compuesto por histidinas cinasas (HCs), aspartil fosfato
fosfatasas pertenecientes a la familia de las Rap-fosfatasas, fosfotransferasas
como SpoOB y reguladores de respuesta (RR) como SpoOF y SpoOA (Fujita y
Losick, 2005). En B. subtilis las HCs que intervienen en el “phosphorelay” son
Kin A, B, C, D y E (Jiang et al., 2000). Las de mayor importancia son las 3
primeras ya que participan en el inicio de la esporulacién (Kobayashi et al.,
1995). Diversas sefales provocan que las HCs sean fosforiladas en un residuo
conservado de histidina, para luego transferir el grupo fosfato a un residuo
conservado de aspartato en el RR SpoOF. SpoOF es incapaz de activar la
transcripcion ya que carece de un dominio de unién a ADN (Molle et al., 2003).
Lo que sucede es que SpoOF transfiere el grupo fosfato a un residuo
conservado de histidina en la fosfotransferasa Spo0B, la cual lo transfiere a su
vez a un residuo conservado de aspartato localizado en el extremo amino
terminal del RR Spo0OA. La fosforilacion de SpoOA estimula su unién al ADN. En
B. subtilis las Rap fosfatasas A, B, y E son las encargadas de liberar grupos
fosfatos de SpoOF~P (Perego, 2001), mientras que las fosfatasas SpoOE,Yisl y
YnzD, liberan el grupo fosfato de SpoOA~P (Perego, 2001), regulandose asi los
niveles de Spo0A fosforilado.

Spo0A es el regulador maestro de la esporulacién, en B. subtilis, mas de
121 genes estan bajo su control, un tercio de los cuales son activados y el resto
son reprimidos (Stephenson y Hoch, 2002; Molle et al., 2003). Cuando la
concentracion SpoOA~P es baja, se reprime la transcripcion del gen abrB, y por

ende la sintesis del regulador del estado de transicidén AbrB, que reprime la



transcripcion de genes inadecuados para la fase de crecimiento exponencial.
Durante la fase de transicion Abr reorganiza la expresion de mas de 100 genes
de la fase postexponencial que tienen diferentes funciones bioldgicas,
incluyendo la formacion de biopeliculas, movilidad, etc (Strauch et al., 1990).
Cuando la concentracion de SpoOA~P es alta se activan los promotores de los

genes tempranos de esporulaciéon spollA, spollE 'y spollG.

2.2 Quorum Sensing

Los sistemas de quorum sensing (QS) son sistemas de comunicacion célula —
célula que permiten la regulacion de la expresion génica bacteriana en
respuesta a la densidad celular. La base del mecanismo es la produccion,
secrecion, y deteccion de pequefias moléculas de senalizacion. La
concentracion de estas moléculas se correlaciona con la concentracion de
microorganismos y cuando se alcanza un umbral de densidad celular, y por
ende de concentracion del elicitor, se presenta el fendmeno de quorum.
Entonces los microorganismos responden a las sefales a través de un cambio
coordinado en sus perfiles de expresion génica. Mediante la regulacion de la
expresion génica de acuerdo a la densidad de poblacién, el QS permite a las
bacterias coordinar su comportamiento como una comunidad entera y podria
haber sido uno de los primeros pasos en el desarrollo de la multicelularidad
(Waters & Bassler, 2005).

Procesos bacterianos como la secreciéon de factores de virulencia,
formacion de Dbiopeliculas, esporulacion, desarrollo de competencia,
bioluminiscencia, conjugacion, produccion de metabolitos secundarios,
“swimming” y “swarming” estan regulados por QS (Bassler & Losick 2006). El
movimiento de “swimming” es un movimiento bacteriano realizado por cada

bacteria de manera independiente en medios liquidos utilizando sus flagelos, a



diferencia de “swarming” donde el conjunto de la poblacion se desplaza de

manera agrupada sobre superficies semisolidas.

2.2.1 Mecanismo de Accion de Quorum Sensing

Quorum sensing involucra la interaccion de una sefial difusible con un regulador
transcripcional, directa o indirectamente a través de la activacion de una cinasa
sensora. Las moléculas de sefalizacion de quorum sensing también suelen ser
llamadas “autoinductores” debido a que regulan su propia transcripcion. El
quorum sensing depende de la densidad celular mas que de la cantidad de
bacterias (Boedicker et al., 2009; Carnes et al., 2009) y presenta grandes
diferencias entre bacterias Gram-negativas y Gram-positivas. La mayoria de los
sistemas de QS de bacterias Gram (-) usan acilhomoserina lactonas (AHL)
como moléculas de sefalizacién. Estas tienen un nucleo con un residuo de
homoserina lactona unido a una cadena lateral (Bassler y Losick; 2006). La
especificidad esta dada por dicha cadena, la cual puede variar en longitud (4 a

18 carbonos), grado de saturacién y grupos R sustituyentes.

Los oligopéptidos derivados del procesamiento de proteinas especificas
de pequefio tamafo (péptidos autoinductores o AIPs) son las moléculas de
senalizacion utilizadas por la mayoria de las bacterias Gram-positivas (Bassler y
Losick 2006; Novick y Geisinger 2008). Los AlPs generalmente contienen
modificaciones postransduccionales, como la generacion de un residuo de
triptéfano, o la formacién de tiolactona ciclica. Su secrecién es usualmente
mediada por una maquinaria de transporte de la proteina. Los AIPs secretados
por la bacteria son reconocidas por histidina-kinasas transmembranales, las
cuales activan via fosforilacion a un regulador de respuesta citoplasmatico,
involucrado en una cascada de transduccion de sefales, regulando la expresion

de genes y modificando asi el perfil de expresién de genes de la célula. A este



sistema se le denomina sistema de dos componentes (Stock et al., 2000;
Wolanin et al., 2002).

2.2.2 Familia de Receptores RNPP

En las bacterias Gram —positivas existe una familia de proteinas sensoras
citoplasmicas de QS, que se unen directamente a su péptido de sefializacion y
regulan directa o indirectamente la expresion de grupos de genes (Rocha-
Estrada et al.,, 2010). A diferencia del sistema de dos componentes, estas
proteinas no son proteinas cinasa, ni se fosforilan, pero si pueden intervenir en
cadenas de transduccion de senales regulando el flujo de fosfatos. La familia se
denomina RNPP, por las iniciales de las proteinas que son las que la
constituyen: Rap / NprR / PIcR / PrgX (Declerck et al., 2007; Rocha-Estrada et
al., 2010). Estas proteinas tienen en su estructura varias repeticiones
tetratricopéptido (TPRs), que son responsables de las interacciones proteina-
proteina y proteina-péptido. NprR, PIcR y PrgX presentan en su extremo N
terminal un dominio Hélice-vuelta-Hélice (HTH) de unién al ADN, como se
puede observar en la Fig.- 1 (Perchat et al., 2011). A pesar de sus similitudes y
de que sus mecanismos de activacion son muy similares, estas proteinas tienen

funciones muy diferentes entre si.

Figura 1.- Representacion esquematica de las proteinas de la familia RNPP. El
dominio de unién a DNA (HTH) no se presenta en las proteinas RAP. NprR y
Rap cuentan con 3 repeticiones de TPR que no se presentan en PIcCR y PrgX
(Perchat et al., 2011).



2.2.2.1 RAP fosfatasas. En B. subtilis se han reportado 11 Rap fosfatasas que
tienen dominios en tandem de seis repeticiones tetratricopeptidicas (TPR) que
promueven las interacciones proteina - proteina (Core y Perego, 2003). La
funcién de cada Rap fosfatasa estd mediada por un pentapéptido especifico
derivado del producto de un gen phr. Este gen se encuentra adyacente al gen
que codifica para su Rap receptora formando casettes de sefalizacién de rap-
phr, que se transcriben al mismo tiempo (Pottathil y Lazazzera, 2003). Después
de la importacion, los pentapéptidos Phr derivados inhiben la actividad de sus
Raps afines.

Las proteinas Rap son de aproximadamente 375 aminoacidos acidos de
longitud, con > 25% de identidad entre si, y tienen diferentes funciones. RapA,
RapB, RapE y Rap H funcionan como reguladores negativos de la cadena de
trasferencia secuencial de fosfatos “phosphorelay”, que regula el inicio de la
esporulacién. Estas Rap actuan desfosforilando al regulador de respuesta
SpoOF, evitando con esto el inicio de la esporulaciéon. Los péptidos de
sefalizacion Phr, al unirse a su proteina receptora inhiben la union de ésta al
regulador de respuesta SpoOF del sistema “phosporelay”, evitando que la Rap
lo desfosforile permitiendo por lo tanto el flujo de fosfatos a través del sistema
hasta el regulador maestro SpoOA y regulando por ende el inicio de la
esporulacion (Perego, 2001). RapC regula el desarrollo de competencia
mediante la modulacién de la actividad del regulador de respuesta (RR) y el

factor transcripcional ComA (Pottathil y Lazazzera, 2003).

Existe una gran variabilidad en las secuencias y longitud de los péptidos
de sefalizacion de las proteinas que conforman la familia RNPP, asi como
también llegan a presentar cierta flexibilidad en su especificidad de unién a su
proteina receptora. Aunque los péptidos de senalizacion Phr generalmente son
pentapéptidos que se originan a partir del C-terminal del propéptido, también se
llegan a presentar péptidos de senalizacion provenientes de la regién interna
del propéptido de Phr, como el Phr BA3791, el cual es un pentapéptido interno.

En el genoma de B. subtilis se han identificado genes que codifican para 11
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Rap fosfatasas y 8 Phr, entonces 3 de los 11 genes rap conocidos no son
seguidos por los genes phr funcionales. En el caso de B. thuringiensis
israelensis, en su genoma hay secuencias putativas para ocho Rap y cuatro
Phr, esto nos lleva a que no todas las proteinas Rap son proteinas de QS, pero
por otro lado, como se ha visto que algunas proteinas Phr se llegan a unir a 2
proteinas Rap diferentes, estas proteinas Rap que no tienen Phr especifico
pudieran ser activadas por Phr codificados en los cassetes de otras Rap.
(Anderson et al., 2005.).

2.2.2.2 PrgX. Se sabe que PrgX esta implicado en la regulacion de la expresion
de genes involucrados en la conjugacion (Kozlowicz et al., 2006). El sistema de
QS de PrgX tiene la particularidad de que la sefializacion ocurre entre dos tipos
de células diferentes. Los genes que controlan la agregacion de las bacterias
para la conjugacion son regulados en las bacterias donadoras como respuesta
a la densidad de poblacion de las bacterias receptoras (Kozlowicz et al., 2006).
Ademas, el regulador transcripcional PrgX se une a dos diferentes péptidos de
senalizacion: la feromona cCF10 (codificada en el cromosoma bacteriano) que
lo activa y el inhibidor de iCF10 (codificado en el plasmido pCF10 de las células
donantes) que lo inhibe. El receptor de la feromona sexual de E. faecalis esta
codificado en el plasmido pCF10 y tanto las bacterias donadoras como las

receptoras tienen el gen cCF10 (Chandler et al., 2005).

2.2.2.3 PIcR. PIcR es un regulador especifico del grupo B. cereus.
Originalmente fue descrito como un regulador pleiotropico de los factores de
virulencia extracelular, tales como la fosfolipasa C (Lereclus et al., 1996). PIcR
se encarga de controlar positivamente 45 genes que codifican para proteinas
extracelulares, los cuales presentan funciones que estan asociadas con el
suministro de alimento, la proteccion celular, y la integracion de sefales. El

reguldn PIcR incluye enzimas, toxinas, bacteriocinas, proteinas sensoras, y
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proteinas involucradas en sistemas de transporte (Gohar et al., 2008). El
péptido de senalizacion de PIcR se deriva de la proteina PapR, cuyo gen se
localiza inmediatamente rio abajo de PIcR. Dado que el sistema PIcR-PapR
regula un gran numero de procesos implicados en la patogénesis del grupo B.
cereus, que incluye a patogenos tanto de humanos como de insectos, la
comprensidon y la ingenieria de este sistema tiene un impacto en la

biotecnologia y en la salud humana (Rocha-Estrada et al., 2010).

2.2.2.4 NprR. NprR es un regulador transcripcional cuya actividad depende de
la union de su péptido de sefializacion NprRB (llamado también NprX), el gen
que codifica para NprRB se encuentra adyacente a NprR formando el cassette
NprR-NprRB (Perchat et al., 2011). Fue descrito originalmente como el
regulador de la proteasa neutra (también llamada NprA) en B. subtillis (Uehara
et al., 1974) y en los ultimos afios se ha visto que el regulador de proteasa
neutra (NprR) de alguna manera puede estar interviniendo en la regulacion de
la esporulacion y expresion de genes cry (Aceves-Diez et al., 2007 y Rotcha et
al., 2012).

Asimismo se ha descrito que NprR interviene en la regulacion de
alrededor 40 genes adicionales que codifican para proteinas implicadas en el
suministro de nutrientes, el estrés y la resistencia a los antibiéticos, y en la
sintesis de un lipopéptido (Kurstakin) el cual es esencial para la capacidad de
movimiento “swarmming” y para la formacion de biopeliculas (Dubois et al.,
2012). Experimentos in vivo con larvas de insectos indican que estos genes se
expresan despueés de la muerte del huésped permitiendo que las bacterias del
grupo B. cereus sobrevivan y esporulen en el cadaver del insecto (Dubois et al.,
2012).
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2.3 Sistema NprR-NprRB

La activacion de la proteina de quérum sensing NprR requiere la unién de su
péptido de sefalizacidon NprRB, la transcripcion de ambos es activada al inicio
de la fase estacionaria. Sin embargo, se ha reportado que en la fase
estacionaria tardia, nprRB es transcrito independientemente de nprR (Dubois et
al., 2013). El péptido de senalizacion NprRB primeramente es secretado en su
forma inmadura como un péptido de 19 aminoacidos. Después es procesado
extracelularmente a su forma madura, presumiblemente a un heptapéptido
(SKPDIVG) o un octapéptido (SSKPDIVG); los cuales son secuencias de la
region interna del péptido de sefializaciéon inmaduro que es exportado (Perchat

et al., 2011, Cabrera et al; datos no publicados).

Como se menciond anteriormente, el sistema NprR-NprRB esta
implicado en la regulaciéon de varios genes por su funcion de regulador
transcripcional, y recientemente se ha sugerido que podria estar implicado en la
regulacion de la esporulacion participando en el llamado “phosporelay” en
Bacillus thuringiensis; también en la regulacién de la expresién de proteinas
Cry. Lo anterior se deduce en base a resultados obtenidos en ensayos
mediante la adicion de péptidos sintéticos codificados en la region exportada del
péptido de sefalizacidn NprRB, en los que se prueba que los pentapéptidos
aumentan sutilmente la expresién de cry1Aa, mientras que los péptidos de
mayor longitud la disminuyen. Sin embargo, en el caso del fendmeno de
esporulacion, ocurrié lo contrario. Los pentapéptidos no tuvieron efecto y los
péptidos de mayor longitud incrementaron la eficiencia de esporulacion vy
aceleraron la aparicién de esporas. Esto nos lleva a pensar que la funcion del
sistema NprR-NprRB es influenciada o determinada por la longitud y secuencia

del péptido de sefializacion maduro (NprRB) (Rocha et al., 2011).

Otros estudios indican que el sistema NprR-NprRB podria estar

implicado en funciones adicionales a las ya reportadas. Por ejemplo, Wang et al
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(2010), mostraron resultados donde una cepa mutante de Bacillus thuringiensis
con la delecion del gen que codifica para NprR (AnprR), presentaba niveles de
actividad mas altos de expresion y transcripcion del gen cry1Ac, en
comparacion con la cepa silvestre. Asimismo, se ha observado que cepas de B.
anthracis con mutaciones en el gen de NprR son deficientes en esporulacion
(Yang et al. 2011). Dubois et al. (2012) encontraron en mutantes AnprR-nprRB
que este sistema es importante para la sobrevivencia de la bacteria después de
la muerte del insecto infectado y que 41 genes estan regulados por este
sistema. El operdn incluye genes involucrados en la resistencia a condiciones
de estrés y antibiéticos, genes que codifican para el sistema oligopéptido
permeasa (Opp), y genes que codifican para enzimas degradativas, donde
destacan la regulacion de genes que codifican para proteinas que participan en
la sintesis de ciertos lipopéptidos, como el llamado Kurstakin, el cual se ha visto
que es necesario para que se lleve a cabo el movimiento de swarming y la
formacion de biopeliculas de forma eficiente. Sin embargo es importante
destacar que ninguno de los genes del operon esta involucrado en
esporulacion.

En base a estos antecedentes, es importante evaluar si el sistema NprR
interviene en fenotipos que se sabe estan regulados por quérum sensing,
especialmente los relacionados con el inicio de la esporulacion de la bacteria y

con genes reportados en el regulon de NprR.
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CAPITULO Il

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipotesis

La eliminacién de los genes nprR-nprRB de Bacillus thuringiensis afecta,
ademas de la esporulacion y la expresion de la proteasa NprA, otros fenotipos

relacionados con quorum sensing.

3.2 Objetivos

3.2.1 General

Evaluar el efecto de la eliminacion de los genes nprR-nprRB de Bacillus
thuringiensis sobre fenotipos relacionados con quorum sensing y la
complementacion con el cassete completo o cada uno de los genes que lo

integran.

3.2.2 Particulares

* Evaluar diferencias entre las cepas Bt8741 y BtAnprR-nprRB en los

fenotipos de actividad de proteasas extracelulares, esporulacion,
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formacion de biopeliculas, “swarming”, “swimming” y expresion de
cry1Aa.

* Evaluar la participacién del gen nprRB y del dominio de union a DNA de

la proteina NprR en los fenotipos alterados.

* Evaluar la participacion/efecto de péptidos codificados en nprRB en la

restauracion de los fenotipos alterados.
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

4.1 Cepas Utilizadas

Para el desarrollo de este proyecto se utilizaron las cepas Bt 8741 (Bacillus
thuringiensis serovar thuringiensis) y una cepa mutante derivada de Bt 8741
denominada AnprR-nprRB. Esta cepa contiene el intercambio alélico
spcR:nprR-nprRB, y fue construida anteriormente en nuestro grupo de trabajo
(Tabla 1).

4.1.1 Complementacion Genética de la Mutante

Se realizaron ensayos de complementacion genética de la mutante con
plasmidos pMAD que contenian las regiones nprR-nprRB o nprR solamente, o
las mismas construcciones pero con el gen nprR truncado, sin el dominio de
unién a DNA (HTH) nprRAHTH — B y nprRAHTH, obteniéndose las cepas
AnprR-nprRB[pNprR-NprRB], AnprRnprRB[pNprR], AnprR-nprRB[pNprRAHTH-
NprRB] y AnprR-nprRB[pNprRAHTH] respectivamente (Tabla .1).

Para transformar a la bacteria se utilizé la técnica de electroporacion, para lo
cual se prepararon células electro-competentes de Bt8741 creciéndolas
primeramente en medio BHI a DO600 de 0.9. Luego, las células se enfriaron en
hielo y se lavaron 3 veces con agua deionizada a 4°C. El sedimento celular se
resuspendio en PEG 600 al 40% refrigerado (Fluka Analytical, MO, USA) y se

prepararon alicuotas de 400 pL. Las células electro-competentes Bt8741 se
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electroporaron inmediatamente con un solo pulso de 2.3 kV, 475 Q y 25 mF en
un Electro Manipulador celular (ECM 630, Harvard Apparatus, Holliston, MA,
EE.UU.). Se recuperaron las células en BHI durante 3 h y luego fueron
sembradas en placas de agar BHI con eritromicina. Las cepas transformadas se
seleccionaron a partir de su resistencia al antibidtico eritromicina, que le
confiere el plasmido pMAD, seleccionandose las colonias que habian crecido
para después realizarse PCR buscando los fragmentos nprR-nprRB, nprR,
nprRAHTH — B 'y nprRAHTH, correspondientes a cada cepa complementada en

particular, para confirmarla complementacion deseada.

Tabla 1.- Cepas silvestres y transformadas utilizadas.

Nombre Plasmido nprR nprR(AHTH) nprRB

Bt8741 Genoma - genoma

AnprR-nprRB - - -

en

AnprR-nprRB[pNprR-NprRB] pMADR-B plasmido - en plasmido
en
AnprRnprRB[pNprR] pMADR plasmido - -
AnprR-nprRB[pNprRAHTH-
en plasmido
NprRB] pMADRAHTH-B - en plasmido
AnprR-nprRBIpNprRAHTH] | pMADRAHTH - en plasmido -
Bt8741[Cry1Aa’Z] pHTcrylA2 Genoma genoma
AnprR-nprRB[Cry1Aa’Z] pHTcrylA2
Bt8741[SpollA’Z] pHTspolIA-Z | Genoma genoma

AnprR-nprRB[SpollA’Z] pHTspollA-Z
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4.1.2 Fusiones Transcripcionales cry1Aa’Z y spollA°’Z en Cepa Silvestre y

Mutante AnprR-nprRB

Se utilizé el plasmido pHTcrylA2, el cual es un vector que incluye los origenes
de replicacion oriC y ori1030, que son funcionales para Escherichia coli y B.
thuringiensis, respectivamente, el gen ermC para la resistencia a eritromicina, y
una fusion de lacZ con una fragmento de 362 pb, que contiene la regién
promotora de cry1Aa que incluye los promotores Btl y Btll (Bravo et al. 1996).
Para la fusion transcripcional cry1Aa’Z, el plasmido fue transformado por medio
de electroporacion en las cepas mutante y silvestre de B. thuringiensis,
obteniéndose las cepas AnprR-nprRB[Cry1Aa’Z] vy Bt8741[Cry1Aa’Z]
respectivamente (Tabla .1).

Para realizar la fusion transcripcional spollA’Z, el plasmido fue cortado
con las enzimas de restriccion BamH1 y HinDIII para eliminar el inserto cry71Aa
de la fusioén cry1Aa — lacZ, esto nos permitié hacer una ligaciéon con el promotor
de SpollAy lacZ, obteniendo el plasmido pHTSpollA-Z.

El plasmido obtenido se transformd en las células silvestre y la mutante AnprR-
nprRB, obteniéndose las cepas Bt8741[SpollA’Z] y AnprR-nprRB[SpollA’Z]
respectivamente.

Las cepas transformadas fueron crecidas en placas BHI con eritromicina,
y se seleccionaron las colonias que crecieron, se extrajo el DNA plasmidico y se
realizd PCR con primers especificos para el promotor de SpollA y Cry1Aa, para
cada cepa respectivamente, para verificar la correcta transformaciéon de cada

cepa (Tabla .1)

4.2 Busqueda de Fenotipos Alterados en la Mutante AnprR-nprRB

Se compararon los fenotipos actividad de proteasa neutra extracelular,

esporulacion, expresion de proteinas Cry, “Swarmming”, “Swimming” y
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formacion de biopelicula de las cepas mutante AnprR-nprRB 'y silvestre Bt 8741,

de acuerdo a la siguiente metodologia:

4.2.1 Proteasa Neutra

Las cepas silvestre y mutante fueron crecidas previamente en medio LB
(Becton, Dickinson and Company, NJ USA) durante 16 h, a 30°C y 250 rpm.
Después se coloco una gota de 1 yL del in6éculo de cada cepa en tres zonas
separadas de una misma placa de Petri con agar nutritivo (Becton, Dickinson
and Company, NJ USA) suplementado con 5% de leche descremada en polvo.

Las placas se incubaron a 30° C durante 24 h.

4.2.2 Esporulacion

Se realizaron preindculos en matraces que contenian 30 mL de caldo nutritivo,
con 400 uL de la cepa de B. thuringiensis AnprR-nprRB (preservada a -70°C) o
con un disco estéril conteniendo 10® esporas de la cepa Bt 8741. Los matraces
se incubaron en un agitador a 30° C y 300 rpm durante 10 h y después se
realizd un pase, colocando 1mL del inéculo en matraces con medio para
esporulacion SSM de acuerdo a Kreuser et al. (2003). El crecimiento se
determind por absorbancia con luz roja (Photoelectric Colorimeter 800-3, Klett
Summerson, NY, USA), cada hora hasta llegar a la fase de transicion (80
unidades Klett), la cual fue considerada como tiempo 0 (t), a partir de ahi se
tomo 1 mL del cultivo cada hora. Para la cuenta viable de esporas, las muestras
se sometieron a un tratamiento térmico a 80° C por 10 min, posteriormente se
hicieron diluciones seriales con Tween 80 al 0.05 %. Las diluciones se
sembraron en placas con agar LB (Becton, Dickinson and Company, NJ USA),

las placas se incubaron a 30° C durante 24 h. (Acevez-Diez et al., 2007).
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4.2.3 Transcripcion de SpollA

Las células Bt8741[SpollA’Z] y AnprR-nprRB[SpollA’Z] que contenian el
plasmido pHTSpollA-Z fueron incubadas en medio LB durante 16 h, para
después resembrar 400 yL de este pre inoculo en matraces con 30 mL de
medio SSM, los matraces se colocaron a 30° C. El crecimiento se midié cada
hora, a partir de la fase de transicion (80 unidades Klett), la cual fue
considerada como tiempo 0 (tp). A partir de ahi se tomd6 1 mL del cultivo cada h,
hasta llegar a la hora 9, después de transicion (19). Se realiz6 el ensayo de —

galactosidasa a las muestras, de acuerdo al método de Miller’s (Miller 1992).

4.2.4 “Swarmming”

El ensayo para “swarmming” se realizé6 en una placa con agar LB (0.7 % de
agar) (Becton, Dickinson and Company), la cual no presentaba rastros de agua
en la superficie. Se colocé en el centro de una placa de 1 — 3 uL de caldo LB
con AnprR-nprRB y otra placa con Bt8741, las cuales fueron cultivadas
previamente en caldo LB durante 16 h a 30°C y 250 rpm. Las placas fueron
incubadas a 30° C durante 36 h, para después observarse el fenbmeno de
movimiento caracteristico de “Swarmming”. El ensayo se realiz6é por triplicado
(O’May et al. 2011).

4.2.5 “Swimming’

El ensayo de “swimming” se realiz6 de la misma manera que el de “swarmming”
en placas con agar LB (Becton, Dickinson and Company) pero con 0.3 % de

agar, para que se pudiera observar el movimiento caracteristico del fendbmeno
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de “Swimming”. Las placas fueron incubadas durante 20 h a 30° C. Se

realizaron 3 repeticiones en el ensayo (O’May et al. 2011).

4.2.6 Formacion de biopelicula

La formacion de biopelicula se midié por medio del método de tincién con cristal
violeta, para lo cual se cultivd un pre-inodculo de la cepa de Bt8741 o de la cepa
mutante AnprR-nprRB en medio LB (Becton, Dickinson and Company) y en
agitacion a 30° C, hasta llegar a fase de crecimiento estacionario (DO600). Se
realizaron diluciones del cultivo y se inoculé con 200 uL del cultivo por pocillo de
una placa “multiwell” de 96 pocillos (MICROTEST Tissue Culture Plate 96, BD
Falcon, NJ USA) (cada cultivo se evalu6 por duplicado, con 5 observaciones por
réplica). Se leyé DO en tiempo cero a 595 nm. Las placas se incubaron con
agitacion a 300 rpm por 24-48 h, después se aspird el medio suavemente para
evitar levantar la biopelicula y se lavé cada pocillo con 250 puL de NaCl 0.9 %
para lavar las células plancténicas y los restos de medio de cultivo. Se
agregaron 250 pL de cristal violeta al 0.1% a cada pocillo, y se incubaron a
temperatura ambiente durante 15 minutos protegiendo la placa de la luz, se
aspird el exceso de colorante y se realizaron 3 lavados con 250 pL de NaCl
0.9%, posteriormente se dejé secar unos minutos la placa.

El colorante que penetr6 a las bacterias adheridas se extrajo con 250 yL
de EtOH 95% por pocillo, y se pas6é a una placa nueva para luego medir la
absorbancia a 595 nm en un lector de placas de ELISA (680 micro-plate reader,
BioRad, CA, USA). La intensidad de color es directamente proporcional a la

cantidad de biopelicula presente en cada pocillo (Morikawa et al. 2006).

4.2.7 Transcripcion de cry1Aa

Se utilizaron las cepas AnprR-nprRB[Cry1Aa’Z] y Bt8741[Cry1Aa’Z] que

contienen la fusion cry1Aa’Z, estas células fueron incubadas durante 16 h en
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medio nutritivo a 30° C y agitacién a 200 rpm, para después realizar un pase de
400 uL a matraces con 30 mL de medio SSM, los matraces se colocaron en un
agitador a 30° C con agitacion a 200 rpm, para después realizar el muestreo y
el ensayo de B — galactosidasa, a partir de la fase de transicién, como fue

descrito anteriormente.

4.3 Evaluacion de la Complementacién Genética de la Mutante en los Fenotipos

Alterados por la Mutacion AnprR-nprRB.

Una vez conocidos los fenotipos que se vieron alterados en la cepa mutante, se
utilizaron, las cepas complementadas  AnprR-nprRB[pNprR-NprRB],
AnprRnprRB[pNprR], AnprR-nprRB[pNprRAHTH-NprRB] y AnprR-
nprRB[pNprRAHTH] que fueron descritas anteriormente, se utilizaron para
repetirse los ensayos de esporulacion y proteasa neutra, para evaluar el efecto
de la complementacién genética de la mutante en estos fenotipos. Asi mismo,
las cepas complementadas con nprR o nprRAHTH se usaron para los ensayos

de complementacion con péptidos de sefializacion sintéticos.

4.4 Ensayos con Péptidos Sintéticos

Se utilizaron las cepas AnprRnprRB[pNprR] y AnprR-nprRB[pNprRAHTH] para
ser ensayadas con los péptidos de senalizacion sintéticos codificados en la
region exportada del péptido NprRB (Fig.- 2 ). Los péptidos sintéticos que se
usaron fueron SKPDT, SKPDI, SKPDIVG, SSKPDIV, SSKPDIVG y EQVNL
(GenScript) (Fig. 2).

En el caso del ensayo de la proteasa neutra, los péptidos fueron
adicionados en la superficie de la placa con Agar-leche hasta una concentracion

final de 1 uM para cada péptido. Para el ensayo de esporulacion, los péptidos
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fueron adicionados a los matraces con los cultivos 2 horas antes de la fase de

transicion, hasta una concentracion final de 1 uM para cada péptido.

132 pb
1272 pb ‘
l l \ l Péptido de \
Proteina receptora sefializacién
— nprR nprRB

MKKMVFGVLAFILTLTVAGGIHQYSSKPDIVGQQAKTVIEQVNL

v v
Regidn para el disefio de  Regidn del péptido
péptidos sintéticos C-terminal

Regidn de NprRB exportada de
la célula

Figura 2.- Esquema del cassete NprR-NprRB en el genoma de Bt y regién a
partir de la cual se diseharon los péptidos sintéticos, asi como el pentapéptido

correspondiente al C-terminal.
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CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Cepas Transformadas

Se obtuvieron las cepas transformadas listadas en la Tabla 1. En cada
transformante se verificO que estuvieran las secuencias de los genes nprR,
nprRAHTH ylo nprRB por PCR (Fig. 3). En el caso del cassette nprR-nprRB los
primers utilizados amplifican una seccién que comprende la mitad de la
secuencia del marco de lectura abierta nprR y el gen nprRB (900 pb). En las
cepas AnprR-nprRB, AnprRnprRB[pNprR] y AnprR-nprRB[pNprRAHTH] no se
amplifico ningun fragmento, ya que no cuentan con la region nprRB 6 nprR-
nprRB, segun corresponda. Cuando se utilizaron primers que amplifican
solamente nprR, todas las cepas excepto la mutante que no tenia el casette
amplificaron. En el caso de las cepas AnprR-nprRB[pNprRAHTH] y AnprR-
nprRB[pNprRAHTH-NprRB] el fragmento nprR mostré un menor tamafo, debido
a la delecion del dominio de union a DNA. Estos resultados demuestran que

cada cepa tenia la construccidén desaseada.

También se verificaron las fusiones transcripcionales cry1Aa’Zy spollA’Z,
la digestion del plasmido pHTcry1A2 con las enzimas de restriccion mostro las 2
bandas esperadas en esta doble digestion del plasmido, confirmandose que la
cepa transformada contenia el plasmido correcto. Asimismo en el caso del
plasmido pHTSpollA, se logré amplificar el promotor de spollA, confirmando

que el plasmido es el correcto y que cuenta con la fusion transcripcional (Fig. 4).
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Fragmento NprR-NprRB

2 WT
1 23 456 7 8 910 1112131415 3 AnprR-nprRB
4 [pNprR]
5 [pNprR-NprRB]
6 [ [pPNprRAHTH]
7 pNprRAHTH-NprRB]
8 Control -
9 WT
10 AnprR-nprRB
11 [pNprR]
12 [pNprR-NprRB]
13 [ [PNprRAHTH]
14 [pPNprRAHTH-NprRB]
15 Control -

Figura 3.- Amplificacién de los fragmentos NprR-NprRB y NprR, en las cepas
transformadas.

Marcador molecular

Plasmido pHTcry1A2 sin digerir

Doble digestion de pHTcry1A2

spollA

spollA

Figura 4. Doble digestion del plasmido pHTcry1A2 y amplificacion de spollA
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5.2 Efecto de la eliminacién de nprR-nprRB en los fenotipos de Bt.

5.2.1 Proteasa neutra

El fenotipo de la actividad de proteasa neutra se vioé claramente afectado en la
cepa mutante AnprR-nprRB, ya que se presentd un halo de actividad muy
pequeno en el medio Agar-leche comparado con el de la cepa Bt 8741, 4mm
de grosor para la silvestre y 1 mm para la mutante (Fig.- 5). Este resultado era
esperado ya que el sistema NprR-NprRB funciona como regulador
transcripcional del gen de la proteasa neutra (nprA). Ademas, concuerda con el
obtenido por Perchat et al., (2011), donde, al usar una cepa mutante AnprR-
nprRB (ARB), observaron que los genes nprR-nprRB eran necesarios para la
expresion de la proteasa neutra. El resultado que obtuvimos confirma que el

cassete nprR-nprRB fue eliminado en esta cepa.

Figura 5. Actividad de proteasas en cepas de B. thuringinesis. A) Cepa
Bt8741 B) Cepa AnprR-nprRB
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5.2.2 Esporulacién

La cepa mutante presentd un retraso en el inicio de la esporulacion (Fig.- 6).
Después de mas de 24 h, el numero de esporas se iguald en la cepa mutante
AnprR-nprRB y en Bt 8741, sugiriendo que los genes que codifican para la
proteina NprR y para su péptido de senalizacion, podrian estar involucrados en
la regulacion temporal del inicio de la esporulacién. Resultados obtenidos en
otras investigaciones respaldan la idea de la participacion de NprR en la
regulacion de la esporulacion, Yang et al. (2011), demostraron que cepas de B.
antrhacis con mutaciones en el gen NprR no fueron capaces de esporular. Por
su parte, Dubois et al. (2012), encontraron que, en cierta medida, la
esporulacion se veia afectada, en una cepa mutante ARB, a pesar de que en el
regulén de NprR no se presenta ningun gen implicado en la esporulacion, sin

embargo ellos no discutieron el porqué de estos resultados.

5.2.3 Transcripcion de SpollA

Los resultados obtenidos en el ensayo de B-galactosidasa con las cepas que
contenian la fusion spollA’Z respaldan que el sitsema NprR-nprRB participa en
la regulacion del inicio de la esporulacion, ya que al ser SpollA un gen activado
por el regulador maestro del inicio de la esporulacién SpoOA, SpollA actua
como un indicador del inicio de este proceso de diferenciacién celular. En la Fig.
7 se puede observar como la cepa mutante presenta menor actividad de -
galactosidasa. Es decir, hubo una menor expresién de SpollA en comparacion
con Bt 8741, lo que indica que el sistema NprR interviene en el inicio de la
esporulacion.

Sin embargo, el hecho de que los niveles maximos de SpollA no lleguen a ser
iguales entre ambas cepas es interesante. Se ha mencionado que en una
poblacion celular cuando las condiciones son propicias para iniciar la

esporulacion, no todas las células entran a este estado al mismo tiempo, incluso
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no todas lo llegan hacer (Fuijita et al. 2005). Esta podria ser una forma en que el
sistema NprR-NprRB estuviera interviniendo, y en ausencia de este sistema, la
subpoblacidon que no inicia esporulacion sea mayor, contribuyendo asi, a
mantener un estado bi-estable en la poblacion. Asimismo, Fujita et al (2005),
mencionan que para que el operon de SpollA sea activado, se necesitan niveles
muy altos de Spo0A, ya que presentan poca afinidad entre si. Esto nos lleva a
pensar que el sistema NprR-NprRB interviene de forma positiva en el inicio de
la esporulacién, permitiendo que el flujo de fosfatos sea mas eficiente, lo que

conlleva a que se presenten niveles mas altos de Spo0A.

Esporulacion

1E+09
100000000
10000000
1000000
100000
10000
1000 AnprR-nprRB

|_

——Bt8741

UFC termoresistentes

100
10

1
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (Hrs)

Figura 6.- Evolucion del nimero de esporas con respecto al tiempo de

incubacion.
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Figura 7.- Expresion de spollA en la cepa Bt8741[SpollA’Z] y AnprR-
nprRB[SpollA’Z].

Sin embargo, el hecho de que los niveles maximos de SpollA no lleguen a ser
iguales entre ambas cepas es interesante. Se ha mencionado que en una
poblacion celular cuando las condiciones son propicias para iniciar la
esporulacion, no todas las células entran a este estado al mismo tiempo, incluso
no todas lo llegan hacer (Fuijita et al. 2005). Esta podria ser una forma en que el
sistema NprR-NprRB estuviera interviniendo, y en ausencia de este sistema, la
subpoblacién que no inicia esporulacion sea mayor, contribuyendo asi, a
mantener un estado bi-estable en la poblacion. Asimismo, Fujita et al (2005),
mencionan que para que el operon de SpollA sea activado, se necesitan niveles
muy altos de Spo0A, ya que presentan poca afinidad entre si. Esto nos lleva a
pensar que el sistema NprR-NprRB interviene de forma positiva en el inicio de
la esporulacién, permitiendo que el flujo de fosfatos sea mas eficiente, lo que

conlleva a que se presenten niveles mas altos de Spo0A.
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5.2.4 “Swarming”

Se observé que en la cepa mutante se afecta negativamente la capacidad de
movimiento de swarming, con una colonia de 1.8 cm de diametro, mientras que
en la cepa silvestre se observa los bordes de la colonia irregulares, lo cual pone
de manifiesto el movimiento swarming, ademas de que se aprecia un mayor
diametro de la colonia (2.9 cm), lo que sugiere que NprR puede estar
interviniendo de alguna manera en este fendmeno (Fig.- 8). Dubois et al (2012),
encontraron en el reguldon de NprR, genes que codifican para proteinas
involucradas en la sintesis de un lipopéptido llamado Kurstakin, y mostraron que
eéste se requiere para la movilidad tipo swarmming de Bt. Los resultados
obtenidos en este estudio comprueban que el sistema NprR interviene, y una de
las formas en que lo podria estar haciendo es regulando la expresion de las
proteinas que participan en la sintesis del lipopéptido y con esto regular

indirectamente la activacion de la sintesis del mismo.

Figura 8.-“Swarmming” de las cepas de Bt. |zquierda, Cepa silvestre Bt8741

(WT), Derecha, Cepa mutante AnprR-nprRB.
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5.2.5“Swimming”

Figura 9.- “Swimming” de las cepas de Bt. A) cepa silvestre Bt8741 (WT), B)
cepa mutante AnprR-nprRB.

El fenotipo de “swimming” no se vio afectado en la cepa mutante, ya que el
crecimiento inicio donde se coloco la gota y se desplazo a toda la placa, al igual
que ocurrid6 con la cepa silvestre. (Fig. 9), sugiriendo que NprR no esta
implicado en este fendmeno. El mecanismo de como es regulado el movimiento
de “swimming” no ha sido descrito a profundidad en el grupo Bacillus cereus,
pero estudios con Bacillus subtillis muestran el papel que tiene el operon swrA,
el cual regula la expresion de genes flagelares y es importante tanto en la
regulacion de “swimming” como también de “swarming”, asi como también el
papel que tiene el lipopéptido surfactina para la movilidad de la bacteria. Sin
embargo, la regulacion del fendmeno de “swimming” parece ser menos
compleja, ya que dentro del operén swrA, se encuentran los genes swrAA y
swrAB, siendo el primero de éstos, esencial para el control del numero de
flagelos en medios liquidos y el ensamble de flagelos al entrar en contacto con
superficies sélidas. El gen swrAB es importante en el movimiento de

“swarmming”, no siendo indispensable en el movimiento de “swimming”.
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Ademas, para un movimiento swimming eficiente la bacteria aparentemente
requiere un menor contenido de lipopéptidos que para el “swarming”, éste
ademas es dependiente del lipopéptido Kurstakin (Calvio et al. 2012; Ghelardi et
al. 2005). Esto y los resultados obtenidos muestran que no existe una

dependencia del sistema NprR-NprRB en este fendmeno.

5.2.6 Formacion de biopelicula

La capacidad de formacion de biopelicula se evalué tanto en la cepa silvestre,
como en la mutante. Los resultados mostraron que la capacidad de la cepa
mutante para producir biopeliculas, se vio afectada, comparandola con la cepa
silvestre. En la Fig.10, se puede observar que el promedio de las 6 lecturas
hechas en 6 pozos diferentes de la cepa silvestre fue de una absorbancia a 620

nm de 1.178, en cambio la mutante mostré una media de absorbancia de 0.51 a

620 nm.

1.5
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8 —_ 0.9
c £
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<9  Bt8741
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-t AnprR-nprRB

0.3

0
Bt8741 AnprR-nprRB
Cepas

Figura 10.- Capacidad de formacién de biopelicula de la cepas silvestre (WT) y

mutante AnprR-nprRB
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Estos resultados sugieren que el sistema NprR-NprRB esta implicado en
la regulacién o activacion de este fendmeno, ya que la cepa mutante si fue
capaz de producir una biopelicula, pero de una manera deficiente. Se sabe que
este fendmeno esta regulado por mecanismos de quérum sensing, como esta
reportado para P. aeruginosa, donde cepas mutantes del gen de QS las/
desarrollaron biopeliculas mas delgadas en comparacion con la cepa silvestre
(Davies et al. 1998). Asimismo, como mencionamos anteriormente, Dubois et
al. 2012, observaron que NprR es necesario para la regulacion de proteinas que
intervienen en la sintesis del lipopéptido Kurstakin, y mostraron que éste es
necesario para la formacién de biopeliculas en Bt. Por lo tanto, el efecto
observado se puede deber a que el sistema NprR-NprRB interviene en la
regulacion de la expresion de los genes que codifican dichas proteinas. Otro
mecanismo en el que podria estar interviniendo NprR y por el cual se da la
afectacion en la capacidad de formacion de biopeliculas es por medio del
regulador SpoOA, ya que al verse afectado el “phosphorelay” los niveles de
SpoOA fosforilada se verian disminuidos, afectandose la capacidad de
activacion de sinl, el cual esta regulado por SpoOA, sin/ es el antirepresor de
sinR. Trabajos recientes muestran que sinR es crucial para la formaciéon de
biopeliculas actuando como represor de genes indispensables en este
fendmeno. Por consecuencia, NprR estaria provocando indirectamente niveles
bajos de sinl, haciendo menos eficiente la regulacion de la formacién de
biopelicula (Fujita et al. 2005).

5.2.7 Expresion de cry1Aa

La actividad de B-galactosidasa, como indicador de la expresiéon de cry1Aa, se
vio afectada en la cepa mutante en comparacién con la cepa silvestre, en la
Fig.- 11. se puede observar como los niveles de actividad en la cepa silvestre
siempre estuvieron por debajo de los niveles presentados en la cepa mutante.

Esto nos indica que el sistema NprR-NprRB podria ser un regulador negativo o
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represor de la expresion de cry71Aa. Nuestros resultados concuerdan con los
resultados mostrados por Wang et al. (2010), donde una cepa mutante de B.
thuringiensis con la delecion del gen que codifica para NprR (4AnprR),
presentaba niveles de actividad mas altos de expresion y transcripcion del gen
cry1Ac en comparacion con la cepa silvestre, mostrando que esta diferencia se
da en la fase de transicion y fase estacionaria temprana, sin embargo, nuestros
resultados muestran que esta diferencia se da 5 horas después de la fase de

transicion, es decir durante la fase esporulacién

Rocha et al (2011), demostraron que el sistema NprR esta implicado en
la expresion de proteinas cry. Observaron que la adicion de péptidos de
senalizacion sintéticos correspondientes a NprRB, tenian efecto en la expresion
de cry1Aa, los pentapéptidos aumentan la expresion de cry1Aa y los péptidos
de mayor longitud disminuian su expresion, evidenciando no solo una funcion
de NprR, sino también la importancia de la longitud del péptido de sefnalizacion
de este sistema. Los resultados de este trabajo sugieren que NprR actua como

un represor del gen cry1Aa en B. thuringiensis.
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Figura 11.- Expresiéon de cry1Aa en la cepa Bt8741[Cry1Aa’Z] y AnprR-
nprRB[Cry1Aa’Z].
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5.3 Complementacion Genética de la Mutante AnprR-nprRB

Se transformé la mutante AnprR-nprRB mediante electroporaciéon con el
plasmido pMAD que contenia las construcciones [pNprR-NprRB], [pNprR],
[PNprRAHTH-NprRB], o [pPNprRAHTH] (Tabla 1). En las cepas transformadas se
evaluaron esporulacion y la actividad de proteasa neutra. En la Fig.- 12 se
observo que el cassette completo nprR-nprRB fue capaz de complementar a la
mutante (cepa AnprR-nprRB[pNprR-NprRB]), y ésta recuperd el fenotipo de
produccion de proteasa neutra, observandose un halo de actividad igual al de la
cepa Bt8741. Por otro lado, el gen del receptor nprR por si solo no fue capaz de
complementar a la mutante, de lo que se infiere que el péptido de sefalizacion
es necesario para que funcione como regulador transcripcional de la proteasa
neutra. Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por Perchat et al.
2011, donde muestran que una cepa mutante con la delecion del cassete nprR-
nprRB, recupero la actividad de proteasa neutra al ser complementada con el

casette.

WT

[PNprRAHTH]
[PNprRAHTH-NprRB]
[PNprR]
[pPNprR-NprRB]

|l | B WIN|K

AnprR-nprRB

4
Figura 12.- Actividad de proteasa neutra de las cepas de Bt. Silvestre (WT),
mutante AnprR-nprRB y las cepas complementadas, AnprR-nprRB[pNprR-
NprRB], AnprRnprRB[pNprR], AnprR-nprRB[pNprRAHTH-NprRB], AnprR-
nprRB[pNprRAHTH]
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Al eliminar el dominio de uniéon a DNA (HTH), la proteina NprR pierde la
capacidad de unirse directamente al DNA bacteriano y con esto su funcion de
regulador transcripcional. Esto se confirmé porque en la cepa mutante
transformada con el cassette completo nprR-nprRB, pero con un gen nprR

carente del dominio HTH, no se restablecio la actividad de la proteasa neutra.

También se evalud si el fenotipo de esporulacion era complementado
con las cepas transformantes. Como se observa en la Fig.- 13., en las cepas
AnprRnprRB[pNprR] y AnprR-nprRB[pNprRAHTH] no hubo complementacion,
haciendo evidente la necesidad del sistema NprR-NprRB completo para que se
active este sistema y se restablezca la capacidad de esporulacion. En las cepas
AnprR-nprRB[pNprR-NprRB] y AnprR-nprRB[pNprRAHTH-NprRB] se recuperd
el fenotipo silvestre de esporulacion, es interesante recalcar que el sitio de
unién a DNA de la proteina NprR no fue necesario para la funcion de este
receptor en la esporulacién, o que nos sugiere que el sistema de NprR-NprRB
actua como un regulador de la esporulacion a través de un mecanismo
independiente de su funcién como regulador transcripcional. En nuestro grupo
de trabajo se ha observado que NprR estructuralmente es muy parecida a
RapH, la cual se une a SpoOF disminuyendo el flujo de fosfatos en el sistema
de “phosphorelay”. Por lo anterior nosotros proponemos que NprR podria estar
participando en el sistema “phosporelay” contrarrestando el efecto de RapH, es
decir cuando NprR se une a SpoOF permite el flujo de fosfatos en el sistema

“phosporelay”.
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Figura 13.- Porcentaje de esporulacién de las cepas transformadas con

respecto a la cepa silvestre después de 10 h de la fase de transicion.

5.4 Restablecimiento de Fenotipos de Proteasa Neutra NprA en Bt
AnprRnprRB[pNprR] y AnprR-nprRB[pNprRAHTH] ARadiendo Péptidos

Sintéticos

En la Fig.- 14 se muestra el efecto de la adicién de los péptidos sintéticos
a las placas que contenian las cepas silvestre (WT), mutante AnprR-nprRB y la
cepa AnprRnprRB[pNprR], donde se pudo observar que el heptapéptido
SKPDIVG y el octapéptido SSKPDIVG fueron capaces de restablecer la
actividad de la proteasa neutra, mientras que el resto de los péptidos no lo
hicieron. Estos 2 péptidos ,por lo tanto, funcionan como péptidos de

sefalizacion de NprR, en su funcién como regulador transcripcional.
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Estos resultados son comparables con los obtenidos por Perchat et al. 2011, en
los cuales plantean que la longitud minima para el péptido de sefalizacion de
NprR para su funcion como regulador transcripcional del gen nprA que codifica
para la proteasa neutra es de 7 amino acidos y proponen que la secuencia
funcional es SKPDIVG.

WT ARB [pNprR]

WT ARB [pNprR] WT ARB [pNprR]

SKPDIVG SSKPDIVG SSKPDIV

- —

WT ARB [pNprR] WT ARB [pNprR]

SKPDI EQVNL

Figura 14.- Efecto sobre la actividad de proteasas de la adicion de diferentes
péptidos sintéticos a las cepas silvestre Bt8741 (WT), mutante AnprR-nprRB
(ARB) y la cepa AnprRnprRB[pNprR] (pNprR)

En la Fig.- 15 se puede observar el efecto que tuvieron los mismos
heptapéptido y octapéptido y el péptido C terminal de 5 aminoacidos, en todas
las construcciones. En la cepa AnprR-nprRB[pNprRAHTH] a pesar de contar

con el gen del receptor nprR, la adiciéon del péptido de sefalizacion no fue
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suficiente para restaurar la actividad de la proteasa neutra. Ello debido a la
eliminaciéon del dominio HTH del receptor, confirmando lo encontrado en los
estudios de complementacion. Es decir, que NprR en su funciéon de regulador
transcripcional, requiere el dominio de unibn a DNA y el péptido de

senalizacion.

4

2 4

EQVNL
SSKPDIVG SKPDIVG
1| WT 3 | [PNprRAHTH-NprRB] 5 | [pPNprR-NprRB]
2 | [pNprRAHTH] 4 | [pNprR] 6 | AnprR-nprRB

Figura 15.- Efecto sobre la actividad de proteasas de la adicion de diferentes

péptidos sintéticos a las cepas transformadas.
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES

El sistema de QS en B. thuringiensis esta involucrado en la expresion de la
proteasa neutra NprA, la esporulacion, la formacién de biopelicula, el
movimiento de “Swarming” y participa como un regulador negativo en la
expresion de las proteinas Cry.

El mecanismo molecular en el caso de la esporulacion es independiente
de la unién a DNA de NprR y se asocia probablemente a una participacién en el
sistema phosphorelay que regula el inicio de la esporulacién, evidenciando una
bifuncionalidad de la proteina NprR.

Los péptidos SSKPDIVG y SKPDIVG actuian como péptidos de
sefalizacion de NprR, sin embargo, el sistema podria ser activado por un

péptido de sefalizacion diferente dependiendo de la funcién que realice.
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