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I RESUMEN

La comunicacion célula-célula mediante el intercambio de péptidos sefial
coordina el inicio de la esporulacion en Baciflus subtilis. Hasta el momento, se
han identificado siete péptidos siendo, C5F, PhrA y PhiE los mas estudiados
Estos ejercen un control negativo sobre las proteinas RapB, RapA y Rapk:,
respactivamente y sus genes se encuentran organizados en pares, fosfalasa-
péptido, cada uno con su promotor. Los péptidos son procesados hasta
alcanzar su tamano funcionat de cinco aminoacidos.

El interés de este trabajo fue determinar sl B. sublilis y Bacillus
thuringiensis tenian un control similar en la regulacion de la iniciacion de la
esporulacion a nivel fislolégico y particularmente a nivel de la fostatasa RapA y
el péplido PhrA, El andlisis de la conservacion de los genes involucrados en la
seffalizacion del inlcio de la esporulacion entre B, sublilis y B. thuringiensis,
reveld la presencia de todos los genes centrales en la transduccion de sefiales
que regulan el nivel de fosforitacion de Spo0A, Jo que sugiere que el péptidos
sefal PhrA de B. sublilis podria tener un efecto en el inicio de Ja esporulacion
an B. thuringiensis, Sin embargo, se observaron diferencias fisiologicas
importantes ya que inductores de esponulacion en B. sublilis, como decoyinina y
acido micofenolice no tuvieron efecto en B, thuringiensis.

Fn el caso de 8. sublils, se obtuvo algo inesperado, que fue la fuere
inhibicion del crecimiento en la cepa que contieneg al plasmido pHT3150Xyl-
Kpnt. Pudimos probar que el efecto dependia de xilosa pero no era causado por
efecto del carbohidrato solamente, pues la cepa parental en ausencia del
pladsmido no muestra este comportamiento. La razon parece ser la expresion de
la proteina XylA truncada. Curiosamente este efecto no se observo en B



thuringiensis. La diferencia en el crecimiento entre las cepas de B, sublilis y B.
thuringfensis que inclufan el pladsmido pHT316QXyI-Kpnl, pudiera deberse a

varias causas, por gjemplo, un procesamiento diferencial de péptidos entre

microorganismos,

Por otra pare, la expresion de RapAPheA en B, thuringiensis
incrementd la eficiencia de esporulacion. Este efecto no fue observado en B.
subtilis, sefalando el alto nivel de control en el inicio de 1a esporuiacion gue no
se modifica por el incremento de alguno de los elementos que parficipan en [a
coardinacion del mismo. La adicién de péptido seial sintético no incremento |a
eficlencia de esporulacién en ambas especies. Las diferenclas en raspuesta
observadas indican una regulacion del inicio del proceso de esporulacion
diferente en ambas especies,



i1, INTRODUCCION

Las células bacteranas presenian una amplia variedad de mecanismos de
adaptacion fisiologica y morfoldgica en respuesta a cambios quimicos y fisicos
en su ambiente. Estas respuestas no s6lo involucran la produccion de
metabolitos sino también de sefiales quimicas que les permiten monitorear su
densidad celular (quorum sensing) y establecer la comunicacion célula-celula.
Muchas funciones bacterianas son reguladas mediante esta via, incluyendo
simbiosis, virulencia, produccion de antibiticos, formacion de biopeliculas vy
esporulacion (Taga y Blassler, 2003).

En Bacilflus sublilis se ha descrito ampliamente el proceso de
esporulacion y en su inicio se han identificado sefiales guimicas que paricipan
en el establecimiento de esta etapa, Para Bacillus thuringfensis, el proceso de
esporulacion no se ha descrito a detalle pero por su cercania filogenética a B.
subtilis, se sugiere que la regulacion del proceso de esporulacion es coordinada
de manera similar, de ahl el interés de estudiar si el peptido sefial sintetico de
B. subtilis (PhrA) eferce un efecto en el iniclo del proceso de esporulacion de B.
thuringiensis, ademas de expresar los genes que codifican el péplido y su
fosfatasa en B, thunngiensis para evaluar sl el transporte y procesamiento se

realizan de forma similar.

L.a estrategia experimental fue clonar los genes rapA y el cassetle
rapAphrA de B. sublilis en e plasmido pHTISOQXyl-Kpnl, que presenta un
promotor inducible con xilosa, transformar con el vector las cepas de B.
thuringiensis HOT73 y B. subtilis PY79 (pMLK83-2B) y evaluar Jos efectos en las
cingticas de crecimiento, esporulacion y expresién de CrylAa, asi como en la
aficiencia de esporulacion,



. MARCO TEORICO

3.1 Comunicacion célula-célula: quorum sensing

La comunicacion en baclerias se lleva a cabo mediante el intercambio de
moléculas o sefiales quimicas nombradas autoinductores, Este proceso
denominado como quorum sensing permite a la bacterias monitorear su
densidad de poblacion celular, regular la expresion de factores de virulencia
(Staphylococcus  aureus, Enterococcus  faecalis), formar  biopeliculas
(Pseudomonas aureginosa), esporular en B, sublilis o volverse competentes
como en Streptococcus pneumoniae y B, subtilis (Taga y Blassler, 2003
Federle y Bassler, 2003; Bassler, 2002),

La naturaleza quimica de los autoinductores depende del tipo de
bacteria, por ejemplo, en bacterias Gram negalivas, los autoinduciores son
principaimente derivados de lactonas mientras que en Gram positivas los
autoinductores son oligopéptidos. Los oligopéptidos presentan una estructura
variable y son sintetizados en el ribosoma produciendo un peptido precursor
que posteriorments es escindido, modificade y exporiado. La concentracion de
los péptidos sefial aumenta en funcion de la densidad celular (Del.isa, y
Bentley, 2002). En nichos donde las bacterias estdn compitiendo con otras
especies baclerianas por nutrienles y fuentes de energla limitadas, la habilidad
para inactivar, remover o sintetizar un autoinducior antagonista les proporciona
una veniaja a una especie con respecio a otra permitiendo la ocupacion de un
nicho en particular (Schauder y Bassler, 2001; Federle y Bassler, 2003),



3.2 Péptidos sefial implicados en el proceso de competencia en B, subtilis

Bajo clerttas condiciones de crecimiento, B. subtilis expresa un conjunto
de proleinas involucradas en la incorporacion e integracion de DNA
extracelular. La expresion de estas proteinas estd regulada por quorum sensing
(Tortosa et al, 2001), Este sistema de competencia permite a Ja bacteria
incrementar su adaptacion al ambiente ademas de proporcionarie ventajas
competitivas (Sturme et af. 2002). B. subtilis utiliza para este fin dos péptidos, Ia
foromona ComX y el factor de competencia y esporulacion CSF, para
monitorear y responder a alta densidad de poblacion, Cambios en la expresion
genélica en respuesta a la falta de nutrientes en el medio son mediados por la
forma fosforifada del factor de transcripcion ComA (ComA~P) (Bijlsma vy
Groisman, 2003) dirigiendo a sintesis de ComX a partir de dos genes: comX'y
com@, el primero codifica un precursor de 55 aminoacidos, el cual es
posterionmente  escindido hasta una cadena de 10 aminoacidos
(ADPITRQWGD) (Bacon-Schneider of al., 2002).

La feromona ComX activa la histidina cinasa ComP, dirigiendo Ia
autofosforilacion de ComP y la transferencia de un grupo fosfato al regulador de
respuesta ComA (Figura 1) (Dunny y Leonard, 1997). La cantidad de feromona
ComX en el sobrenadante aumenta conforme se incrementa ta poblacion
microbiana. Bacon-Schneider ef al, (2002) encontraron que la concentracion de
ia feromona ComX en el madio extracelular determina la expresién de los genes
implicados en el guorum sensing (siTA).
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Figura 1. Papel de los péptidos sefial en el proceso de competencia en Bacillus
subtilis (tomada de Dunny y Leonard, 1997},

3.3 Péptidos senal implicados en ¢l proceso de esporulacion en B. subtilis

Cuando los nutrientes en el medio son escasos, B. sublilis dirige su
metabolismo  y  fisiologla a la produccidon de esporas, estas  son
metabolicamente menos activas y muy resistentes a ambientes adversos y
condiciones hostiles (Phillips y Strauch, 2002}, En B. sublilis el proceso de
esporutacion ha sido ampliamente descrito, es mediado por quorum sensing y
hasta ahora han sido identificados siete péplides sefial agrupados en [a familia
Phr, cada uno de ellos asociado a su correspondiente fosfatasa Rap (Tabla 1)
(Lazzazera el al., 1997, lang ef al., 2000, Tjalsma ef al., 2004).

e (3 -



Tabla 1. Péptidos sefal responsables del quorum sensing en B. subtilis

Nombre Secuencia Proceso
CSF(PhIC) ERGMT Esporulacion y Competencia
PhrA, ARNQT Esporulacion
P SRNVT Esporulacion
PhrF LRGMI Egporulaclon
FPhrc EKMIG Esporutacion
Pl DRVGA Esporulacian
Phri ERPVCG Esporulacion

{Tomada de Lazzezera, 2001).

los péptidos Phr son transcritos y procesados, se considera que una
secuencia de alrededor de 11-15 aminodcidos es secretada al medio
extracelular a través del sistema SecA, pero aun no ha sido establecido como
flega a procesarse a una secuencia de 5 aminvacidos (Lazazzera, 2001). La
identidad de las proteasas responsables de fa modificacion extracelular de
astos oligopéptidos se desconoce aunque los probables sitios de corte, se han
sugerido y probado mediante mutagénesis dirigida (Stephenson ef al., 2003).
Los péplidos son subsecugntemente importados por una ofigopéptido permeasa
(Opp; Grandvalet et al, 2001). Los péptidos Phr pueden activar su propia
produccidn y eslo constituye una autorregulacion, caracteristica en los sistemas
de quorum sensing (Sturme et af., 2002),

Los pentapéptidos Phr inactivan a las fosfatasas Rap por su union con
éstas (Lazazzera, 2001). Los detalles del mecanismo de union no han sido del
todo elucidados, pero se considera que motives repetidos tipo tetratricopeptidos
en la secuencia de la proteina son los que le permiten a eslas proteinas
defosforilar al regulador de respuesta Spo0F y aceptar la unidon con el peptido
seffal (Pottathil y Lazazzera, 2003). Para el PhiA se ha determinado un
porcentaje de inhibicion de la fosfatasa del 50% cuando se encuentran en una
relacion 40:1 (Perego, 1897),



(n caso especial es el del péptido PhrC o CSF que juega un papel tanto
en la competencia como en la esporulacion. Al igual que otros autoinductores,
la concentracion de CSF aumenta en funcion de la densidad celular. A baja
cancentracion interna, este péplido promueve la competencia por el incremento
indireclo de la actividad de ComA. Sin embargo, con alta concentracion interna,
CSE indirectamente incrementa la sotividad de la proteina Spo0A~P (Shauder y
Bassler, 2001), La estructura de C8F es resullado de Ja escision de un
propéptido de 40 aminodcidos, denominado PhrC, el cual presenta una
secuencia sefial para su exportacion y una secuencia putativa para el
reconocimiento por una peptidasa. Después de ser importado, CSF puede
interactuar con al menos dos receptores intracelulares. Solo uno de estos
receptores ha sido identificado, la fosfatasa RapC, la cudl regula negativarmente
la actividad de ComA, A bajas concentraciones CSF (1-6 nM} estimula la
actividad de ComA a fravés de la inhibicion de RapC, mientras que a altas
concentraciones (>20 nM), inhibe la expresion de los genes de ComA. CSF
puede realizar esta funcion por estimulacion de la actividad de un represor
transcripeional, o por la inhibicidon de ComA (Figura 2),
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Figura 2. Modelo del mecanismo de produccion, transporte y respuesta de
{os peptidos Phr (Lazazzera, 2001).

3.4 Regulacion del inicio de la esporulacion en B, subtilis

El proceso inicial de esporulacion en B. subtilis es controlado por un
sistema multicomponente de transduccion de sefales (Tabla 2), sujeto a
regulacion espacial y temporal por una cascada de fosforilacion, cuyo
regulador central es el factor de transcripcidn SpoOA (Jlang et al, 2000,
Kanamaru ef al., 2002). El proceso de esporulacion inicia con la acumutacion
de una cantidad considerable de SpolA-~P, la cual controla directamente [a
transcripcién de diversas proteinas reguladoras y de los factores sigma,

9.

[Alta]



requeridos para el establecimiento de la segunda etapa en el proceso de

gsporulacion (Hoch, 1993). Entre los controtes que exislen sobre los niveles de
SpotA~P destaca la proteina CodY, que se une GTPR. Para eliminar la
regulacion por CodY se uliizan inhibidores de la GMP-sintasa (Milani &l al.,
1977},

Tabhla 2. Genes involucrados en el inicio del proceso de esporulacién en B,
subtilis

Producto de gen

Locus (PM, Da) Funcion
S04 29,691 Regutador de respuesta, represor
transcripcional y activador,
S0 14,286 Regulador de respussta
Spodh 22,042 Fostotransferasa
SpooH 25 447 Factor sigma
SpoOK Cyparon de 5 genes Oligopéptido permeasa
SpodE 8,791 Regulador negalivo
Obg 47,668 PMroteina G, esencial para el desamolo de la
bacleria
Kinn A GBe 170 Cinasa citoplagmalica
Kin A 47774 Gzinasa de membrana
abri 0773 Represor multifuncional
Hix 23,718 Feprasor muttifuncional

{Tomada de Hoch, 1983)

La fosforilacion de Spo0A es mediada por al menos cuatro histidina
cinasas (KinA, Kin, KinC y KinD) ademdés de dos proteinas, SpodF y Spo0B
(Fujita y Losick, 2003, Quise! ef af,, 2001). Las distinlas histidina cinasas tienen
diferentes papeles en la aclivacion de SpoOA y responden o diferentes
estimulos. La KinA es la cinasa mas importanie en el proceso de esporulacion
en un medio o caldo ntrilive para este fin, KinB juega un papel importante
cuando el medio de cultive es deficlenle en glucosa y tanto KinG como Kinl)

contribuyen poco al proceso de esporulacion bajo cualguier condicion de

1) -



crecimienlo probada, pero regulan fa actividad de Spo0A durante &l crecimiento

vegelativo (Quisel el al., 2001). Dos familias de aspartil fosfatasas controlan el
Hujo de grupos fosiato; las de la familia Rap (RapA, RapB y RapE) que
especificamente defosforilan Spo0F (Figura 2), v 1as losfatasas SpolE, YnzD y
Yisl que actuan sobre SpolA. La aclividad de RapA y RapE esta sujeta a la
inhibicion divecta por PhiA y PheE (Kanamaru of al, 2002, Bijlama y Groisman,
2003).

L.a expresion de las fosfalasas RapA y RapB es aclivada de manera
diferente por los procesos fisiologicos alternos a la esporulacion como (a
compelencia y el crecimiento, permitiendo de ese modo el reconocimiento de
una  vanedad de senales negativas e  influyendo direclamente en la
ransferencia de grupos fosfalos hasta SpoOA. Bl gen de rapA  esld
ranscripcionalmente acoplado a un segundo gen, pfrA, cada uno con su
promotor independiente, de fa misma manera gue los genes de los olros
peplidos senal de la familia Phr hasta ahora identificados, La transcripeion del
gen rapk es promovida durante ef grecimiento vegelativo, para asegurar que la
esporulacion no se lleve a cabo cuando las condiciones de crecimienlo son

aplimas (hang ef al., 2000},

3.5 Etapas en el proceso de esporulacion de B, sublilis

L proceso de esporulacion en B, subfilis procede a lravés de una serig
de cambios morfologicos bien definidos que involucran la conversion de una
celula en crecimiento en dos compartimentos v se divide en sisle efapas. En la
alapa 0 se ubican lag células que no han enlrade en espordacion, la elapa |
incluye células con un filamento axial, dentro de las etapas Il y HI se forma un
seplo que separa a la celula madre y al esporangio, el reslo de las elapas

comprenden elapas mas avanzadas de morfogénesis que llevan a la



maduracion de la espora y a su posterior liberacion. La transcripcion temporal y

gspacial @s controlada por proleinas de union al DNA y cinco factores sigma de
transcripeion, y mas de 150 genes padicipan en este proceso, (Stragier y
Losick, 1996). El iniclo del proceso es coordinado por los niveles de Spo0A-P
que reguta la transceripcion de varios genes, entre los que destacan factores
sigma especificos de esporutacion, o' en princlpio y 1a sucesiva activacion de
los factores o y o' en la célula madre, v oF y o en fa pre-espora (Lereclus ef
al, 2000) (FFigura 3}, Por ofra parle, estudios recientes sugieren que al entrar a
la esporulacion un cullivo de 8. subtifis puede presentar 2 subpoblaciones, una
de las cuales se desfasa en la entrada a la esporulacion con respecto a In
primera. Este comportamiento bifdsico muestra fa complejidad en el control de)
inicio de {a espordlacion, donde una misma pobiacion celular puede tener

diferente respuesta (Veening ef al., 2008).

3.6 Espordacion y sefales de comunicacion célula-célula en B.
thuringfensis

Bl proceso de esporulacion de B. sublilis es un proceso ampliamente
descrito y se considera gue por la cercania filogenélica con B. {huringiensis, la
regulacion de este proceso en esta bacteria puede ser similar (Aronson, 2002),
La relevancia del proceso de esporulacion en B. fhuringiensis radica en que
durante esle proceso se sintetizan proleinas que forman crstalss y son
liberadas al medio a Ja par ¢con la espora madura al final de! proceso de
esporulacion (Figura 3). Estas proteinas (S-endoloxinas) son insecticidas y

tienen gran interés comercial como blopesticidas (Filar, 1987).
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Figura 3. Control genético de la esporutacion y produccion de proteina Cry en
B. thuringiensis (Modificada de Lereclus et a/,, 2000).

Hasta ahora no se ha definido experimentalmente la secuencia de
péptidos sefial de B. thuringiensis involucrados en el establecimiento del inicio
de esporulacion, Sin embargo, estudios realizados por Lopez-y-Lopez y de la
Torre (2005) mostraron que al afiadir sobrenadante de la fase de transicion a
otros cuitivos durante la fase exponencial temprana, se retardd la esporulacion
y expresion de cry1Aa sugiriendo que factores extracelulares solubles pudieron
ser excretados durante la fase de transicion y funcionar como sefiales de
comunicacion (Figura 4). Evidencia de sefiales quimicas que parlicipan en el
proceso de esporulacion para bacterias Gram positivas se han encontrado
también en Clostridium perfringens (Shih y Labbe, 1996).
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Figura 4. Efecto sobre la liberacion de esporas de fa adicion de sobrenadantes de
cultivos de diferenies estadios metabolicos a un cultivo por lote de 8. thuringiensis en
crecimiento exponencial temprano: ¢ control, 1 3 h (fase exponencial), A 5 h {fase de
transicion y + 7 b (fase estacionaria).

Por olra pafie, Pottathil y lLazazzera (2003) realizaron un analisis
bioinformatico de regiones de su genoma que presentan motivos comunes a los
de las protelnas rap de B. sublilis y que estan acoplados a secuentia de
péptidos putativos lipo phr de 42 aminoacidos de exlension. La similitud en
secuencia con las fosfatasas Rap es baja y la sefialan como un factor de
transcripcion de respuesta a péptidos sefial. Al mismo tiempo establecen la
secuencia del péptido putativo seial maduro (NprRB) en B, thuringiensis con
una extension de 5 aminoacidos (BKPDT). Este péptido fue probado por Aceves
(2005} en B. thuringfensis encontrandose un aumento en la esporulacion, asi
como en la expresion de cry1Aa a parir del promotor tardio y la liberacion de
asporas, mientras que en B. sublilis no fue observado ningun incremento en ia
asporulacion, sugiriendo la especificidad de dicho peptido.

De igual manera, se han determinado secuencias pentapeptidicas que
controlan la expresidn de factores de virulencia siguiendo un mecanismo tipo
quorum sensing en Bacillus cereus (Slamti y Lereclus, 2005). 8in embargo, este
mecanismo es diferente al sistema Rap-Phr de B. sublilis, ya que en B. cereus,
el péplido sefial activa la union de reguladores de union a DNA y es especifico
para cada cepa (Slamti y Lerecius, 2002).
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V. HIPOTESIS

El sistema RapAPhrA y el péptido sedial sintético PhrA tienen un efecto

similar en la esporulacion de B. thuringiensis y B, subtilis.

V, OBJETIVO GENERAL

Comparar la respussta de B. thuringiensis y B. sublilis al sistema

RapAPhrA y al péptido sefial sintético PhrA,

&

Vil OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la similtud de los genes de inicio de esporulacion entre B,
subtilis y B. thuringiensis mediante un anglisis bioinformatico.

Evaluar st B. thuringiensis responde a los inductores de esporulacion
empleados en B. sublilis.

Amplificar los genes rapA y el casete rapAphtA de B. subltilis,

Construir el plasmido pHT3150XylKpnl-rapA y  pHT315QXyl-Kpnl-
rapAphra,

Transformar B. thuringlensis HDT3 y B. sublilis PYT9 (pMLKB3-28),

8. Fvaluar el efecto de la expresion de rapA y rapAphiA y del péptido

sintético PhrA en ta eficiencia de esporulacion de B, thuringiensis y de 3.
sublilis.



VIl MATERIALES Y METODOS

7.4 Analisis filogenético de los genes de inicio de la esporulacion de 8.
subtilis y B. thuringfensis

Se realizd un analisis de las secuencias de los genes que participan en el
establecimiento del inicio del proceso de esporulacion disponibles en el banco
de genes del NCBI (http/Aawww.ncblnlm.nih.govientrez/query fegi) para 8.
thuringlensis serovar. konkukiahi y 3 subtilis 168
(hitp://genalist pasteur fr/Subtilist), para determinar el grade de similitud e
identidad entre los geres de las diferentes especies (ClustalX® dentro del
programa DNA star™).

7.2 Cepas bacterianas

l.as cepas que se emplearon en este estudio se resumen en la Tabla 3.
Las de B. sublilis derivan da la cepa PY7T9 (pMLK83-2B) (COB18) y las de 8.
thuringiensis de la cepa HD73 var. kurstaki,
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Tabla 3. Cepas utilizadas en este estudio

Codigo  Cepa® Gentotipo Resistencia a8 procedencia
; pa P antibiatico”

.o F{lianlt®, -

E. ool Top10 Tai0(Tet) » tnwitrogen
GOETI  E colf NRETT2 dant dom’ » Fingaulst & Smilth, 1992,
GOB1B B, sublifis PY79 (pMLKB3.2B)  AMVE Km « Prade-Rodeiguez, 2004,
GOB2AT 8. sublifls PY360 spotA’ « Otmedo of al., 1990,
GOR13 8, thuringlensis HD73 « Zoigler, 1909,
GENB1AT B, thuringfens(s MOT73 k¥ . .

PHT 3168y -Kpnt * Esto estudi
(BOB138 e Er

8, thuringiensis HT3

PHT3150Ky1-Kpnl-raph » Esle estudlo

GOR3Y B thurngiensiy HET3 LEr -
pHTI G0yl rapAphrd « Este astudio
GBOE14 ATk ko, 21,
B, subliiz PYTE pMLKAR-20, o Eitn ashudio
pHTH BOXy-Kpnl t :
GOM42 B subiils PYTO pMLRB3-2B, amyk’ Km, Er, o
pHTHSOXYI-Kprl-vapA « Este estudio
GOB4A B, aubbills PYTH pMLKE3-28, amyl Ky,

» Eate estudio

pHT3 S0Xy-Honl —vapAptiA
TTas copas se cotservaron o -8070, Las copag de E thuringlensis y 8. sublilis ademas se CoMERIVAIBN B1 dlscos con
Pmmr:m GON UNa eoncentrackin aproximada ge 2, ax10* esparasiilsco,

! Km, kaoamicing y Er, eritromicina,

7.3 Medios de cultivo empleados

Los medios de cultivo empleados en este estudio se resumen en la Tabla 4.

Tabla 4. Medios de cultivo

Cepas Medio de cultivo® Referencia
E. coli Luria-Bertani (1.43) Sambrook y Russell, 2001,
B, subtilis Luria-Bertani (L13) Sambrook y Rusgell, 2001,
Schaeffer (DEM) Harwood y Cutling, 1850,
B. thuringiensis Trig Aronson of af., 1971,
Harina de soya Lépez- y- Lopez y de la Torre, 2005

* Composicion de los madios de cultive (Ve angxos).

- 17 -



7.4 Construccion de plasmidos

Ei plasmido empleado fue el pHT3180Xyl (Arantes y Lerecius, 1991),
presenta un promotor inducible con xilosa que es reprimido por el represor
XyIR, ef cual se expresa constitutivamente. k| mapa de pHT3150QXy! se

muestra en ta Figura 5. Gupng
frrng}
e

Figura 8. Mapa del plasmido pHT3150Xyl,

7.5 Manipulacion de DNA

En el plasmido pHT3150Xyl se inserté¢ una pequefia secuencia de
DNA que funciona como adaptador pues lleva los sitios de restriccion para
Kpnl-Xhot. La Tabla 5 muestra las secuencias de los adapladores
emplaados (1713 y 1714). Para ello, se disefiaron dos oligonucléotidos de
DNA con las secuencias para estos sitios de restriccion y se hibridaron a fin
de producir la doble cadena de DNA. Esto se hizo calentando ambos
oligonuctéotidos a 70°C por un minuto y dejando enfriar la mezcla 2
temperatura ambiente, Este fragmento de DNA de doble cadena se clono en
el plasmido pHT3150Xyl en el sitio Sphl perdiendose este ultimo y

obteniéndose el plasmido pHT3150Xyi-Kpn/,
Tanto el gen rapA como ef cassette rapA-phrA fueron amplificados de

una colonia de B. subtilis (PY79) por PCR (Programa; 94°Cf2 min., 94°C/30
s., 50°C/40s, 72°CI2 min,, durante 29 ciclos, 72°C/5 min. y 167C), los

1R



oligonucledtidos o iniciadores fueron sintetizados por Sigma™ (a Tabla §
muestra las secuencias de los inicladores empleados). La reaccion de PCR se
realizd et un termociclador MiniCycler (MJ Research). Ambos genes se
subclonaron en el vector pCRIPTOPOY siguiendo las indicaciones del fabricante

(Invitrogen™). Para la fiberacion del gen rapA, se utllizaron los silios de
restriceion BamiHl y Xbal, mientras que para el cassette rapAphrA se utilizaron
lags enzimas Spel/Xbal. Los fragmentos fueron purificados de banda (Gel
extraction purification kit Qiagen®) y ligados al plasmido pHT315QXyl-Kpnl. Las
enzimas de restriccion y la DNA ligasa se ulilizaron segun recomendaciones de
los fabricantes (Invitrogen™y New England Biolabs").

La transformacion y seleccion de células recombinantes de (a cepa k
coli Top10 y E. coli NKET72 se realizd por crecimiento selectivo en medio LB
con carbenicilina a una concentracién de 100 pgiml (Sambrook y Russell,
2001). Los diferentes plasmidos se purificaron mediante lisis alcalina utilizando

® La secuencia de los

las soluciones amortiguadoras y de lavado de Qiagen
genes rapA y rapAphrA se verificd utitizando los oligonucledtidos PHT315 y M13
reverso (Tabla 8§), mediante secuenciacion en el equipo ABIPRISM 3700
(Applied Biosystem), con la técnica de Sanger o de dideoxinucledtidos (Sanger
et al., 1977) en el Lab. de Genomica y Secuenciacion de CINVESTAV-Unidad

frapuato,
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Tabla 5. Secuencia de oligonucledtidos o iniciadores

Nombye Secuoncia Sitlos de
{&'-3") Restriceion
ﬁ%‘éﬁf“ RapAPIA - ACARCAGHTALECTEGTGGCAMGTGBATCTTCT GA Wi
Revarso RapA ACARAAG LS BCAACGAGC AN AAAC CTGACAT .

{1635)
Birecto HapA (1636) CAMMCTOTAGATAAGGAGAATTGAGGATGARGUAGAL GATT

ﬁdﬁg?dm drecto A eTeaanenTALGOATG

f;‘.’;{{;‘?““" PVEISE  Gorse 0T oaasTCATG

ﬁ‘i‘,ﬁ%’”"””‘“""""s*’ CTGGTRGCAAGTGGATCTTCTGA

RopA dirgcto (1718)  TAAGGAGGAATTGAGGAT GAAGCAGACGATT
ﬁ‘i{‘.’i’.’})"“‘"”““ GCAACGAGCAACAAACT TGACAT

M13 directo GTAAMALGACGRBOCAG

M13 reverso CAGGAMCAGCTATHAC

PHTA15 (1726) TAGGTGATGTACTTACTA T

7.8 Transformacion de B. thuringiensis (HD73) y B. subtilis {(PY79%
pMLK83-2B)

Los diferentes plasmidos (pHT3150yl-Kpnl, pHT3150Xyl- Kpl -
rapA y pHT3150Xyl-Kpnl-rapAphrA) se introdujeron por electroporacién (2.3
kV, 4750, 25 uF) a la cepa de B. thuringiensis HDT3 (BAF Laboratory
Methodology). Esto se realizd en el [aboratonio det Dr. Eleazar Harbosa del
Instituto de Ciencias Agricotas utilizando un electroporador BTX-ECME30, A
su vez se transformd 8, subtilis PY79 (pMLKB3-28) por el método de dos
pasos (Harwood y Cufting, 19%0). Las células recombinantes de ambas
aspectes se seleccionaron por su crecimiento en medio LB con eritromicina a
una concentracion de 10 pg/ml. La comprobacion de la insercion de los
plasmidos se hizo mediante PCR de colonia, ampleando los oligos 1715-
1717 (pHT3150Xy-Kpnt-rapA, pHT3150Xyl- Kpnl-rapAphrA), 1726 y M13



reverso (pHT3150Xyl-Kpnl) (Tabla 5) y por patrén de digestion con la enzima
ool

7.7 Cinéticas de crecimiento y esporulacion en B, sublilis y B.
thuringlensis

Se avalud el crecimiento de B. thuringiensis y B. sublilis en los medios
descritos en {a Tabla 4, a una temperatura de incubacion de 30°C y 377°C
respectivamente. Para B. thuringiensis el crecimiento en medio TrisG se evaluo
en principio siguiendo el esquema que se presenta en la Figura 6,

Las cepas transformadas de B. subfifis se inocularon en cajas con medio
LB con kanamicina a una concentracion de & pg/mL, se incubaron por 18 hrs, a
37°C, posteriormente se resuspendieron colonias tipicas aisladas en 40 ml. de
medio liquido Schaeffer (DSM) en matraces nefelometricos, se incubaron a
37°C y 200 rpm (Harwood y Cutting, 1990). En este caso, el crecimiento de B,
subltilis y B. thuringiensis fue monitoreado en un colorimetro Klett-Summerson
equipado con filtro rojo.

La eficiencia de esporulacion se determind a su vez, por ¢l metodo de
resistencia t@rmica (Harwood y Cutting, 1990), tras la adicion de acido
micofenolico (100 pM) y !’:)ram':;yinina {1.8 mM). Ef inductor se afiadio a un cultivo
en medio LB en la mitad de la fase logaritmica (~100 UK} y tras 17 horas del
inicio de 1a incubacidn se determind la eficiencia de esporulacion por el método
antes sefalado,



Inocular 1as cepas
bacterianas en estrla cajas
con medio LB+antibidtico

Incubar & 30°C, 18 hrs, v

Resuspeander colonias tipicas
en medio liquido
LB+antibiotico

Ineubar a 30°C/200 rpm toda la noche

Incoular 10% viv de cultivo en
medio TrisG fresco

Incubar a 30°C/200 rprm hasta una 12,02z 100 Klell

¥
Inocutar 5% viv de cultivo en
medio Tris3 fresco (repetir dos
veces este paso)

Incubar a 30°C/200 rpm hasta una D.O=100 Klett

Y

Adicionar al medio Xiloga & una
concentracian 20mM.

Figura 6. Metodologia utilizada para analizar el efecto de dilerentes
ratamientos sobre el crecimiento de B. thuringlensis.

Por ofra parte, se ca\iamd: el crecimiento y esporulacion de las cepas
silvestres y transformadas de B. subtilis y de B. thuringiensis en medio harina
de soya dilvide (Lopez y Lopez y de la Tore, 2005). En este caso, se
prepararon matraces Erenmeyer de 250 mil. con H0 ml. de medio adicionado de
xilosa a una concenfracion final de 20 mM para la activacion del promotor xy/A
(Grandvalet ef al., 2001). A cada matraz se e afiadio un disco con esporas de

B .
B. thuringiensis o B. sublills con aproximadamenie 2.9x10 vy 2.9x107 esporas,
respectivamente. Posteriormente se incubaron a 30 C en una agitadora-



incubadora {Environ-Shaker, Lab-Ling) a 200 rpm. En este caso, Ia
cuantificacion de bacilos, bacilos esporulados vy esporas libres se determind
microscopicamente en una camara de Neubauer por duplicado, La eficiencia de

esporulacion se determind de la manera siguiente:

ey , Bacilos esporulado
Eficiencia de esporulaciin s o por e e
Cuenta maxima de bacilos

3 b CSPOLES

7.8 Expresion del gen gusA en B, subtilis

El inicio de la esporulacidon en B. sublilis se evalud determinando la
expresion del gen reportero gusA acoplado al promotor del gen cryTAa traves
de la cuantificacion de ta actividad de p-glucuronidasa por la conversion de 4-
metilumbetiferil-i-D-galactopirandsido a  4-metilumbeliferona en un  equipo
VersaFluor™ BIO-RAD a una longitud de onda de excitacion de 366 nm y de

amision 445 nm,



VIl RESULTADOS Y DISCUSION,

8.1 Similitud de los genes de inicio de esporulacién entre B. subtilis y B.
thuringiensis

A fin de poder comparar los sistemas de transduccion de sefales
involucrados en el inicio de la esporulacion entre B, sublilis y B, thuringiensis, se
realizd un andlisis de similitud entre los principales genes de inicio de |a
esporulacion de estas especies, Sin embargo, en el andlisis bioinformatico
(Tabla 6), se observd gue existe gran variabilidad en la secuencia de estos
genes, ya que algunos estan altamente conservados pero otros no lo estan. Por
gjemplo, las profeinas Spo0A y Spo0F, de B. thuringlensis var. konkukiani 'y B.
sublilis 168 presentan una identidad alta de casi el B0% (Tahla 6). Esto hace
posible suponer que funcionaran de manera muy similar en ambas especies. £n
cambio RapA, RapC y RapE tienen apenas una similitud de un 43 a 45% con
ias Rap de B, thunngiensis, Esta baja similitud hace dudar de si realmente son
hortologos, vy en ese caso, si el peptido de B, sublilis PhrA, tendria efecto sobre
la fosfatasa Rap de B. thuringiensis. Sin embargo, no se tiene acceso a la
secuencia del genoma B. thuringiensis kurstaki, y no se puede descartar que
ésta si lenga genes rap con mayor similitud, ademds en B, sublilis tres
fosfatasas Rap distintas actiian sobre Spo0F~P, lo que sugiere que no se
requigre uns gran conservacion a nivel de aminoacidos, pues es suficiente con
gue las proleinas posean motivos de tetratricopeptidos (Potfathil v Lazazzera,
2003). 5i este es el caso, podria pensarse que al tener RapA este motivo de
tetratricopéptido pueda actuar sobre SpoOF de 8. thuringiensis.
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Figura 7. Dendograma de alineamiento de secuencias de tas proleinas Rap de
B. subltilis y B, thuningiensis var. konkukiani, israeliensis y kurstaki reportadas,
Para este andlisis se emplearon los programas de alineamiento ClustalX® y
Treeview®.

En la Figura 7, se muestra el resultado del alineamiento de secuencias
Rap de B. subfilis contra las proteinas del banco de datos (Gen Bank) NCBI que
presentan similitud con éstas, Puede observarse que Unicamente la Rapl se
asocia con las secuencias Rap reportadas de B. thuringiensis. Aunque RapD se
aparece dentro del grupo de las fosfatasas implicadas en @l inicio del proceso
de esporulacion por su control sohre SpoOF (Kunst ef al., 1997), Tjalsma el al
{2004) sefialan que su control no es por medio de quorum sensing por caracer
de una secuehcia de péplido sefal acoplada a la misma. Por otra parte, en el
intento de alinear las Secuen'cims de los peptidos Phr putatives reportados para
B. thuringiensis var. konkukiani encontramos gue el tamaiio se ubica en el
rango de 140-144 aminodcidos con respecto a los 40-44 aminocacidos que
comprenden los péptidos sedal de B. sublilis y se dificulta su comparacion. Sin
embargo, Pottathil y Lazzazera (2003), logran un alineamiento a partir del
analisis de regiones del genoma que presentan homologla con los casetes rap-
phry proponen una secuancia para el péptido putativo de 42 aminoacidos de
extension en B, thuringiensis NprR.



Tabla 6. Analisis comparativo de las proteinas de inicio de esporulacién
entre B. subtilis y B. thuringiensis

Proteina Simititud (%) [dentidad (%) Funcion

SpolA By B0 Regulador central de respuesta
de dus componentes

Spoi 58 36 Fosfotransierass

SpodF 87 76 Reguiador de respuesta de dos
componentes

SnolE 31 a0 Fosfatasa de regulacion negativa
de la papordlacidn

RapC 47 26 Fosfatasas que ejercen conirol

RapA, 45 24 negativo de la fosfolransierasa

Rapk 43 24 Spo0h

KinA &8 35 Histidina cinasa sensora de dos
pomponentes

Spolk (oppA) 87 a8 Oligopéptido-permeass. La mas

parecida de las 18 proteinas
transportadoras lipo ABC

Cody B7 Th Reprasor transcripeicnal
pherdotrapieo

¥izl 54 4D Fosfatasa Fam SpoOk

¥nzld Foslatasa Fam SpodlE

Esta baja similitud entre los genes gue participan en el proceso de
esporulacion también se han encontrado entre B. thuringiensis y B. anthracis,
principalmente en genes que codifican para proteinas cinasas, involucradas en
el inicio del proceso y algunos otros que codifican proteinas estruciurales de la
coneza de la espora, que sugieren gue B. anthracis responde a sefiales
guimicas diferentes que B. subtilis (Aronson, 2002), Otro trabajo reciente en
este sentido es del de Brunsing ef al. (2005} quienes intentaron identificar en
Bacillus cereus {especie muy cercana a B. thuringiensis) las cinasas que
sensan el metabolismo e inducen la esporulacidn y determinaron que no s80lo 68
muy pobre su conservacion, sino que algunas presentan mutaciones en B.
cereus lo que sugleren que ha habido una seleccion para atenuar ! inicio de la
esporulacion y favorecer la adquisicion del plasmido pX01 incrementando de
esta manera la palogenicidad de la cepa.
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8.2 Respuesta de B, thuringiensis a los inductores de esporulacién
utilizados en B, subtilis

En B. sublills, se ha determinado que la disminucion de GTP dispara el
cambic del programa genético para el inicio de la esporulacion. De hecho, los
inhibidores de la GMPP sintasa, decoyinina y acido micofendlico, pueden inducir
el inicio de la esporulacion aln cuando no exista limitacion de nulnientes. Para
determinar si ta respuesta de ambas especies frente a [os inductores de
esporulacion dcido micofendlico y decoyinina eran similares, se incubd ambas
especies en medio LB y se probo el efecto de la adicidn de estos inhibidores,
En B. subtilis PY79, tanto la decoyinina como el Acido micofendlico tuvieron
efecto, aunque la primera tuvo un efecto cuatro veces mayor, sin embargo, en
A. thuringiensis los dos compuestos practicamente no tuvieron efecto, tal y
como paso con la cepa PY360 que es SpolA” (Tabla 7). Esto es inesperado
pues la proteina CodY de B. thuringiensis presenta una identidad del 87% con
CodY de B. subtilis, por lo que se esperaba que respondiera frente a ambos
inductores, especiaimente frente a decoyinina, Estos resultados son similares a
fos que obtuvo Petranovic ef al (2004) en Lactococcus lactis, quienes no
observan un efecto de fa decoyinina sobre la proteina CodY, a pesar de
comprobar que el inhibidor produce una reduccion en la concentracion
intracelular de GTP de 0.5 mM a 0.1 mM tras 5 minutos de la adicion de dicho
sustrato, sugiiendo que existe una diferencia fisiologica entre 5. sublilis y L.
lactis y que hay ofros reguladores de la proteina CodY. Por estos resuitados, se
descartd el emplzo de la decoyinina y del acldo micofentlico &n los ensayos
posierioras,



Tabla 7. Eficiencia de esporulacién a las 17 horas de incubacién en medio
LB de 8. thuringiensis y B. subtilis al adicionar inductores de
esporulacion al medio

inductor 8. tharinguinnsils B, subtills B. subtilis ,
" {(pHT308/82) (PYTH) (PY360) spo0A

Sin inductor % 0% 0%

Decoyinina (1.8 mM) 0% BO.G7% 0%

Acido micofendlico (100 yM) | 0.28% 22.50% 0%

8.3. Amplificacion de los genes rapA y el cassette rapAphrA

A fin de determinar st era posible modular la esporulacion en B. sublilis y
B. thuringiensis mediante la expresion controlada de la fosfatasa RapA y del par
RapA PhrA, se procedio a su amplificacion por PCR y a su clonacion bajo el
control del promotor inducible pxylA. Para la ampiificacion del gen rapA y del
casselle rapAphrA se emplearon los tres primeros oligonucledtidos que se
sefialan en fa Tabla 5, sin embargo, no fue posible obtener los productos de
PCR con ese conjunto de oligonucledtidos. Por lo cual, ambos genes se
amplificaron con los oligonucledtidos (1715-1717) que no presentan sitios de
restriccion en los extremos. En la Figura 8, se aprecian las bandas
correspondientes al gen rapA y el casete rapAphrA, las cuales se ubican entre
las bandas del marcador de peso molecular de 1 Kby 1,6 Kb,
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Figura 8. Productos de PCR. Gel de agarosa (0.75%), Carril 1. Marcador de peso
molecuiar (DNA Ladder 1 Kb, invitrogen™); 2 v 3: gen rapA; 4 y 5. rapApivA,

Lo anterior, obligh a subclonar ambos productos de PCR en el vactor
comercial pCRITOPO® (Figura 8). La ligacion de ambos genes en el vecior
comercial se verificd por digestion doble con las enzimas Kpnl y Xbal, los
resultados se muestran en fa Figura 10, comprobdndose de esta manera el

tamano de los genes clonados.

rapA
Nsil -, 1kb
HindIll ™. rn. EcoR}
Kpnl EcoRV
Sncl BsrXl
amh Notl
Bpel
Boxl ) Xhol
EcoRl -~

rapAphrA
Nsil 1.2kb

{ PCRIL-TOPOW
4.0 kb

Figura 9. Subclonacion de los genes rapA y rapAphrA en el vector pCRIITOPO®, La
orientacion de los genes que se muestra fue seleccionada para fines de clonacion en el
vactor (pHT3180Xy1-Kpnl); se indican los sitlos de corte para cada caso,
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Figura 10. Digestion doble del vector pCRITOPO™ recombinante, Para confirmar la
clonacion de los genes rapA v rapAphrd en el vector. Una vez digeridos los plasmidos
fueron separados &n gel de agarosa al 0.75%. El marcador de peso molecular utilizado
fue DNA Ladder 1 Kb (invitrogen®).

B.4 Construccion de los plasmidos pHT3I150Xyl-Kpl-rapA y pHT3150Xy!-
Kpnl-rapAphrA

Se disefiaron y construyeron los plasmidos pHT3150QXyl-Kpnl-rapA y
pHT3I150Xy-Kpnl-rapAphrA, a parir de la ligacion de los genes rmpA vy
rapAphrA  (previamente purificados de la banda procedente de la doble
digestion  del vector pCRHTOPOY con  Xbal/BamHl y  Xhol/Spel,
respectivamente; Figura 10) en el vector pHT315QXyl-Kpnl, Tanto el tamanio
como la secuencia de los genes ligados se comprobd por analisis de restricelon
y por secuenciacidon (Lab., de Gendmica y Secuenclacion, CINVESTAV-
Irapuaio):; ademas por PCR, confirmandose la orienlacion adecuada y tamafio
de los genes clonados en el plasmido pHT31H0Xyl-Kpnt (Figuras 11y 12},
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Figura 11. Mapa del plasmido pHT3150QXyl-Kpnl-rapA y analisis por electroforesis an
gel de agarosa (0.75%), Carril 1. Marcador de peso molecular (1 Kb, Invitmgan‘”’); 3
plagmido sin digerir; 4: digestion doble del plasmido con Xbal/Bamb (confirmacion de
fa clonacién del gan),
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Figura 12. Mapa del plasmido pHT31580Xyl-Kpnl-rapAphiA y andlisis por electroforesis
en gel de agarosa (0,75%). Carril 1, Marcador de peso molecutar (DNA Ladder 1 Kb,
Invitrogen™): 2; producto de PCR del gen rgpA; 3 producto de PCR del cassetle
rapApirA, 4, digestion doble del plasmido c¢on BamMl/Xhol (confimacion de la
clonacion del gen),
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8.5 Transformacion de B. thuringiensis (HD73) y de B, subftilis (PYV8
pMLK83-213)

La eficiencia de transformacion para ambas especies se muestra en la
Tabia 8. Log niveles de transformacion en 8. thuringfensis oblenidos se ubican
dentro del rango de eficiencia de transformacion reportado que es de 10%10
UFCing de DNA {Bone y Ellar, 1989; Masson ef al, 1989 y Schurter ef al,
1989). Por olra parte, los niveles de transformacion obtenidos para B, sublilis se
ubica un log por debajo del rango que se reporta para el métoda de
transformacion empleado (Harwood y Cutting, 1980}, Sin embargo, la eficiencia
de {ransformacton en 8. subtifis depende en gran medida de si el DNA que se
introduce es recombinado al cromosoma o s se utilizan vectores de replicacion
autdnoma, como en este caso.

Tabda 8. Eficiencia de transformacion de B, subtilis y B. thuringiensis

Eficiencia de

Cepas Plasmido transformacion
(UFGIMQ DNA)
Aacillus thuringionsis HD73  pHT3150Xyl-Kpn! 1.51x10°
pHT31 50X yl-Kpml-rapA 1.15x10°
pHT3150Xy-KpnirapAphrA 4, 2%10"
Baciflus sublifis pMLEB3-2B  pHT3150Xyl-Kpnl 2.5x10"
PHT3150Xy-Kpml-rapA 1,4x10"
pHT3150XyI-Kpnl-rapAphrA 1.3x10°

Para comprobar la transformacion de las cepas de B. sublilis y de B.
thuringiensis, se verificd en cada cepa la presencia de los genes clonados por
medio de PCR de colonia y patron de digestion del producto, La Figura 13
(paneles A y B) muestra los oligonucledlidos empleados en las reacciones de
PCR para la amplificacion de los genes rapA y rapAphrA y el tamano
comprobado en el gel de corrida. La Figura 13C v la Tabla 9 muestran el patron
de digestion con EcoRl de los plasmidos pHT3150XyL-Kpml-rapA v
pHTI1o0RYI-Kpnt-rapAphrA y tamanios esperados en cada caso.
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A,
Tamafio (ph) 1134, 107
(FRYERFAH
B.
1.6 K =t |
1K e
’ e E, b2 Tabla 9. Tamafios esperados al digerir fos plasmidos
& B gue contlenen rapA y rapAphrA con EooRl
8 Kpy e Plasmido Tamafios  esperados
{EcoRl) (pb)
pHT3180Xy-Kpnl-rapA 7424
1710
. 581
16 Kb =+ PHT31G0Xy)-Kpnl-rapAphrA 7424
tKh — 1842
0,5 K~ 3

Figura 13, Comprobacion de ia transformacion de 8. fhuringiensis y B. sublilis con
plasmidos recombinantes; A. Oligonuciedtidos empleados para la comprobacion de a
clonacion de tos genes rapA y rapAphra en los diferentes plasmidos. B. Productos de
PCR. Carril 1; Marcador de peso molecutar (DNA Ladder 1 Kb, Invitrogen™); 2! producto
de PCR del gen xyIR y el promotor del gen xyA; 3. producto de PCR del gen rapA; 4.
producto de PCR del cassette rapApfrA. C. Patron de digestion de los plasmidos
pHT 350X yl-Kpl-rapA y pHT3150Xyl-Kpnl-rapApirA con la enzima EcoR). Carrit 1
Marcador de peso molecular (1 kb, Invitrogen™): 2: digestién de pHT3180Xy-Kpnl-
rapA; 4. digestion del plasmido pET3150Xyl-Kpnl-rapAphrA,

-~ 33 .



8.6 Efecto de la expresion de rapA y rapA-phrd y del péptido sintético
PhrA en la esporulacion de B, subtifis

Efecto de xilosa vy del PhrA sintético sobre el crecimiento y esporuiacion en B,

Para B, subltilis, ademas de evaluar i las construcciones o la adicion de
xilosa tenian algin efecto en el crecimiento de las bacterias, se estudid si habla
un efecto sobre la expresion del promotor cryTAa, ya que las cepas empleadas
tienen una fusion det promotor de cryTAa-gusA integrada al cromosoma. Por
tanto, se determind aclividad de [}-glucuronidasa antes de que el cultivo entrara

a fase estacionaria y al menos 5 horas después de iniciada,

En B. sublifis GOB 141, PY79 (pMLKB3-2B pHT3160Xyk-Kpnl) 1a adicion
de xilosa y del péptido sintétice PhrA al medio no tuvieron efecto sobre el
crecimiento en las primeras 4 horas, pero la adicion de xilosa disminuyd
ligeramente la poblacion durante la fase estacionaria (Figura 14a). Esto se debe
a la agregacion de las células, que fue observada al microscopio y que afecta la
determinacion de turbidez, £n los cultivos sin xilosa hubo una actividad basal de
B-glucuronidasa de 20 unidades Youngman y comenzd a aumentar cuatro
horas después del establecimiento de la fase estacionaria. En los cultivos con
xilosa la actividad de {-glicuronidasa se mantuvo por debajo del nivel basal
(Figura 14b), Es posible que esto se deba a la expresidn de un péptido de 30
aminodcidos a partir del extremo NH: del promotor xylA en el plasmido
pHT3150QXy-Kpt, ya que al incorporar el adaptador al plasmido pHT3150Xyl
s@ generd un ferminador, este peptido de manera forluita puede estar
interfiriendo con la iniciacion de la esporulacion y de esta manera evitar la

activacion del promotor cry1Aa.
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Figura 14, (a) Cinética de crecimiento y (b) expresion de crytAa de B, subltilis GOB
141 (PY79 pMLKB3-2B pHT3150Xyl-Kpnl) en medio de Schaeffer con o sin xilosa (20
HM) y con o sin el péptido sintético PheA (100 nM). La actividad especifica de fi-
glucuronidasa estd exprasada en unidades Youngman=pM/mi cultivoemin,

Para la cepa GOB142 (PY79 pMLEB3-2B pHT3150Xyl-Kpni-rapA) ni la
adiclon de xilosa y ni del PhrA sintético, con la subsecuente expresion de RapA
tuvieron efecto en el crecimiento (Figura 15a). Al evaluar |la actividad de f3-
glucurenidasa en esta cepa, tanto en presencia como en ausencia del péeptido
sefial sintetico en el medio con xilosa (Figura 15b), se& observo gue la
sobreexpresion de rapA no afecto el tiempo en el cual se inicid la esporulacion.
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Esto concuerda con los resultados obtenidos por Fujita y Losick (2005), en
donde la sobreexpresion de la KinA no modificd significativamente los niveles
de Spo0A~P, sugiriendo de esta manera un alle nivel de coordinacion en el
inicio del proceso de esporulacion, que no se ve alterado a pesar de la
sobreexpresion de algunos de los factores que intervienen dentro de esta red
reguladora. Por olra parte, nuestros resultados contrastan con lo sefialado por
Veening el al, (2008), acerca del efecto de RapA en la regulacion temporal de

esta proteina en el inicio de la esporulacion.

(a) :
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Figura 18, (a) Cinética de crecimiento y (b) expresion de cry1Aa de B. subtilis GOB142
(PY79 pMLKB3-2B pHT3180Xyl-Kpnl-rapA) en medio de Bohaeffer con o sin xilosa (20

HMY v con o sin el péptido sintético PhrA (100 nM), La aclividad especitica de [
glucuronidasa esla expresada en unidades Youngman = pM/mi. cullivosmin,
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l.a cepa de B. sublilis (GOB143) conteniendo rapAphrA alcanzd en todos
los casos una densidad celular similar al resto de las cepas evaluadas (Figura
16), aunque la actividad especifica de la J-glucuronidasa fue mayor, Este
comportamiento es propio de {a cepa pues los perfiles de actividad mostrados
por la enzima son similares con la adicion o no de xilosa al medio; sin embargo,
se& observa que la insercton del cassette en el plasmido parental rompe el marco
de lectura que este presenta y por lo tanto la cepa esporula, En esta cepa no se
probo el efecto de |a adicion de PhrA sintético.

Unidades ¥et?

Actividad especifita
#-glucuronidasza
=

Horas
e S0 Kllog i R T A VT

Figura 16, Cinética de crecimiento y exprasion de crytAa de 8. sublills GOB143 (PYT78
PMLKBI-28 pHTIBOXY-Kpntb-rapAphrA) en medio de Schaesffer con o sin xilosa (20
uM), La actividad especifica de (-glucuronidasa estd expresada en unidades

Youngman = pM/mL cultivoemin.

En la cepa parental (GOB18), libre del plasmido pHT, la adicidon de xilosa,
glucosa, PhiA sintético o la combinacion de xilosa y PhrA tampoco modificd el

crecimiento {Figura 17).
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Figura 17. Cindlica de crecimiento GOB 17 (B sublilis PY79 pMLKB3I-2B) en medio
Schaeffer (DSM), con xilosa, 20 mM; con xilpsa, 20 mM y PhA sintético, 100 nM; con
PhrA sintético, 100 nM y con glucosa, 20 mM.

Al evaluar la actividad de [-glucuronidasa en esta cepa, encontramos
que a diferencia de la cepa GOB141, la xilosa no afectd fa actividad de 3-
glucuronidasa, Lo anterior refuerza la suposicién de que la cepa GOB141 en
presencia de xilosa esta expresando algun compuesto que bloguea el inicio del
proceso de esporulacion e influye directamente en los niveles de expresion del
gen reporiero (Figuras 14b v 18). En el medio con glucosa se prasentan niveles
de actividad que no rebasan el nivel basal, sugiriendo la utilizacion de este
carbohidrato por parle de la cepa favoreciendo su crecimiento y retrasando el
inicio del proceso de esporulacion (Uratani ef al, 1983). Par otra parte, la
adicion de péptido sintético en presencia y ausencia de xilosa incrementa la
expresion de [i-glucuronidasa; sin embargo, este aumeanto no es significativo
probablemente por una baja actividad del péptido sobre la RapA, Esto coingide
con estudios realizados por Core et al. (2001), donde al evaluar la adicion de
péptido PhrA sintético al medio de crecimiento a una concentracion de hasta 10
uM ern una cepa PhrA’, no fue capaz de alcanzar Ios niveles de esporulacion de

la cepa silvestre.
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Figura 18, Actividad p-glucuronidasa de la cepa GOR 17 (B. sublilis PY79
pMLIKB3-2B). En medio Schaeffer (DSM &), xilosa, 20 mM (@ ); xilosa, 20
mM y PhrA sintético, 100 nM ( ~@- ); coh PhrA sintético, 100 nM { + ), con
glucosa, 20 mM (-} La aclividad especifica de {j-glucuronidasa esta
expresada en unidades Youngman = pM/mi. cultivoemin,

Eficiencia de esporulacion de B, sublilis

Para evaluar y comparar el crecimiento y eficiencia de esporulacion de
las cepas transformadas de B thuringiensis y B. subtilis se empled medio
harina de soya diluido {(Lopez-y-Ldpez v de la Torre, 2004). Se siguieron las
cingticas de crecimiento y la aparicién de bacilos esporulados por cuenta directa
de las cepas de B. subliis. GOB141 (PY79 pMLK83-2B pHT3150Xyl-Kpnl) v
GOB143 (PY79 pHT315QXyl-Kpnl-rapAphrA) con la adicion de xilosa (20 mM) y
det péptido sefial sintético (Figura 19, Tabla 10). En este caso, se observd
nuevamente una agregacion de los cultivos a parir del establecimiento de la
fase estacionaria, como en el medio Schaeffer (DSEM) (Figura 14a), lo que
dificultd la cuenta directa de bacilos.

En la cepa GOB141, se comenzaron a observar bacilos esporulados
hasta las 20 horas de incubacidn (bajo las condiciones evaluadas, Figura 18} y
la eficiencia de esporutacion fue baja con respecto a a que presenta la cepa
parental en medios especificos para esporulacion (90% en medio DSM),
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ademas el péptido sefal sintético adicionado no tuvo efecto (Tabla 10). Esios
resultados refuerzan nuevamente la hipdtesis de la expresion de un fragmento

en el extremo amino del pxylA que estd interfiriendo con el proceso de
asporylacion (Figura 14b). £sto contrasta con lo obtenido por Aceves (2005) en
donde al determinar la aparicion de bacilos esporulados (bajo las mismas
condiciones de crecimiento) en la cepa silvestre de B, sublilis (PY79) los obseva
a pariir de las 10 hrs. de incubacion y la proporecion de éstos se incrementa
hasta 1.94 veces al adicionar el péptido sefial sintético PhrC. Para la cepa
GOB143, la sobreexpresion del cassette rapAphrA no tuvo efecito sobre la
eficiencia de esporulacion (Tabla 10). Este hecho contrasta con el
comporiamiento observado en medio de esporulacién para esta cepa (Figura
18) donde la interrupcion en el marco de lectura del plasmido restablece el
proceso de esporulacion, lo que supiere que el efecto de esta interrupcion
depende del medio de cultive empleado.
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Figura 19. Cinética de crecimiento de B. subliis en medio Harina de soya
diluvido, (-w-) GOB141 (PY79 pMLKB3-2B pHT3180xyl-Kpnt) con xilosa; ()
GOB141 (PY79 pMLKE3-2B pHT315Qxyl-Kpnt) con xilosa y péptido; ( & )
GOB143 (PYTY pMLKB3-2B pHT3150Xyl-Kpnt-rapAphrA) con xilosa.
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Tabla 10. Eficiencia de esporulacion de B. subtilis

. Yo
Cepa Condicion Esporulacion
GOB141 + Xil 10,44% 4 1.24
GOB141 + XitAPhrA 7.64% 1 0.1
GBOB143  + Xil 9,06 & .26

a. Analisls de medias (Prueba de Tukey-Kramar),
Letra jgusl Indica que no existe difersncie
significativa a un a=0.06,

8.7 Efecto de la expresion de rapA y rapA-phrA y del péptido sintético
PhrA en la esporulacidn de B. thuringiensis

Efecto_de las construcciones y de PhrA_sintético en el crecimiento_de B,
{huringiensis

En primer lugar se evalud si las construcciones o la adicion de xilosa
ienlan aigin efecto en el crecimiento de las baclerias, para lo cual se realizaron
res pases de cada cepa en su medio de cultivo. La transferencia se hizo
cuando el bacilo estaba en fase logaritmica de crecimiento, con el proposito de
sincronizar el cultivo, Los resultados para las cepas de B. thuringiensis en
medio TrisG se muestran en la Figura 20. En ningln caso se presentd una fase
lag y ni la adicidon de xilosa o del péptido sintélico PhtA afectaron la cinstica de
crecimiento de las cepa GOB137 (HD73 pHT3150QXy-Kpnt) y GOB138 (HD73
pHT3150Xyl-Kpnl-rapA} (Figura 20a y 20b). La adicién de xilosa tampoco tuvo
efocto en GOB 139 (D73 pHT3180Xyl-Kpnt-rapAphrA) (Figura 20c¢).

TN



Klett

(b)

R{1V]
B
e
10
1 Y ¥ T T 1 Y T L L ¥ [} T T 1 T T ¥ L} T L] L} T ¥ T
[\l 4 4] 4] 13 % L1z) L]
Horawm
1RO 4 ey
(c) |
............. !
T T AL L
, m,,‘...mu:::ﬁj‘.‘.ﬂ ot Mﬂ"m Fuamramat mm.w
160 WA
' /" Y

to

Klett
Sy
= |
.
R
= ::\

LI e B B T o e e e B e e
[} 3 # W 11 14 14 21 24
Horas

Figura 20. Cinetica de crecimiento de las cepas de B. thuringiensis en medio TrisG con
0 5in xilosa (20 M) vy con o sin peéplido sefial sintélico PhrA (100 nM). (a) GOB137
(HDT3 pHT31B0Xyl-Kpnt), (b)Y GOB138 (HD73 pHT3150Xyk-Kpnl-rapA), (¢) GOB139
(HD73 pHT3150Xyt-Kpnl-rapAphrA).

L S [T VT el A, S w0 pane - ek
ks 30F. PREG K APTA b Do, pagg X -PARA e Jen, pase wXI A
g



No hay reporles sobre el efecto de la sobreexpresion de proteinas

implicadas en la cascada de fosforilacion que dirigen el inicio del proceso de
asporulacion en B, thuringiensis. Sin embargo, estudios realizados por Fujita y
Losick (2005) en 8. sublilis, donde inducen la expresion de KinA (proteina
implicada también en la cascada de fosforilacion) por medio de la adicion de
PTG al medio a dos diferentes densidades celutares, el crecimiento de la cepa
se maodifica. Nosotros no observamoes ese efecto a pesar de qgue la xilosa se
adiciona al medio desde el inicio de la incubacion del tercer pase.

Eficiencia de esporulacion de 8. thuringiensis

El crecimiento de las cepas de B. thuringiensis se evalué mediante
cuenta al microscépio con la adicion de xilosa (20 mM) y del péptido sefial
sintético (100 nM) al medio. Para la cepa GOB137 (HD73 pHT315QXyl-Kprt) no
se observd una agregacion de células en ef cullivo a lo largo del crecimiento
bajo las condiciones evaluadas, Sin embargo, la eficiencia de esporulacion de
esta cepa fue baja (Tabla 11). Este comportamiento sugiere una respuesta
similar por parte de B. thuringiensis y B, sublilis a la expresion del plasmido
parental (Figura 21). Al mismo tiempo, ta adicion de péptido al medio de cultivo
no incrementd significativamante el porcentaje de esporulacion, sugiriendo que
el péptido PhrA sintético no encuentra una protelina Rap ortdloga sobre la cual
actuar, Este efecto es similar al encontrado por Aceves (2005), al evaluar el
péptide PhrC (CSF) v encontrar que este no incrementa el porcentaje de
esporulacion pero sk Ja liberacidon de esporas probablemente por la accidn de
C8F a otros niveles de control, mismos que no podrian ser compartidos por
PhrA. En el presente trabajo, la liberacion de las esporas se logrd hasta las 36
horas de incubacidén bajo todas las condiciones evaluadas en todas las cepas,
18 hrs, después de lo observado por Aceves (2005). Por su parte, Lopez-y-
Lopez y de la Torre (2004), advierten una liberacion de esporas en cultivos por
lote alimentado para esta misma cepa a las 14 hrs, de incubacion.
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Para la cepa GOB139 (HD73 pHT315Qxy-Kpnl-rapAphrA), la
interferencia en &l marco de lectura del plasmido por la insercidn del cassetle
rapAphrA restablece la eficiencia de esporulacion en esta cepa y al parecer la
expresion de rapAphrd no altera el crecimiento, lo gue sugiere que el
procesamiento y su modo de accion poddan ser similares a los que se
presentan en B. subtilis. Por otra parte, se apreciaron bacilos esporulados
hasta despues de las 18 horas de incubacion (Figura 21), Este resultado diflere
de lo reportado por Aceves (2005) en donde al evaluar la eficiencia de
esporutacion en B. thuringiensis HD1 pHTery1A2 bajo las mismas condiciones
de crecimiento, observd bacilos esporulados a parlir de las 10 hrs. de
incubacion. Las diferencia en tiempo de aparicion de los bacilos esporulados y
esporas libres sugiere el tiempo en el cual se inicia la esporulacion es distinto
en ambas cepas probablemente por los plasmidos que contienen,
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Figura 21, Cinética de crecimiento de B. thuringiensis en medio harina de soya
diluido. (~m-) GOB137 (HD73 pHT315QXyl-Kpnl) con xilosa, (—e--) GOB137
(HD73 pHT3150Xyl-Kpnl) con xilosa y péptido; (-4 GOB138 con xilosa (MD73
PHT31SQXYI-Kpnl-rapAphrA).
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Tabia 11. Eficiencia de esporuiacion de B, thuringiensis

Cepa Condicion Yo
Esporulacién
GOB137  + Xil 18.33° 4 2.22
GOB137T -+ Xil +PhrA 30.11% 4 2.09
GOB139  + Xil 67.29" + 8.61

a b, Anglishs de medias (Prueba de Tukey-Krame:).
Letra diferento sefimla la existencia de difgrencia
significativa @ un u=0.05.

Las diferencias en el crecimiento y en la eficiencia de esporulacion, ast
como en la respuesta a inductores de esporulacion como decoyinina chservado
entre B, sublilis y B. thuringiensis, nos sugiere gue el sistema de {ransduccion
de sefiales que intervienen en ¢l establecimiento del proceso de esporulacion
presenta diferentes niveles de control en ambas especies, Por otra parte, el
comportamiento observado en las cepas de B. sublilis y B. thuringiensis que
inclulan el plasmido pHT3180Xyl-Kpnl, pudiera deberse a varias causas, por
ejemplo, un procesamiento diferencial de péptidos entre microorganismos.
Estas diferencias fisioldgicas, refuerzan los analisis bioinformaticos realizados
por Anderson et al. (2005), en donde sefialan que tanto las proteinas
involucradas en el procesamiento de informacion como el sistema de
transduccion de sefiales del grupo cereus en donde se incluye B. thuringiensis
presenta diferencias importantes con B. subltilis.
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IX. CONCLUSIONES

El analisis filogenético de las fosfatasas que participan en el inicio de
esporulacion en B. sublilis y B. thuringiensis mostro diferencias importantes que
sugieren una coordinacion diferente a esle hivel entre especies.

l.a decoyinina y el acide micofenolico, inductores de la esporulacion en B,
subtilis no tuvieron efecto en B, thuringfensis poniendo en evidencia diferencias

fisiologicas entre especies.

Tanto en B. thuringiensis como en B, sublilis, la eficiencia de
esporulacion no aumentd por la adicion de PhrA sintético el medio sugiriendo
que en B, sublifis un incremento de los niveles de PhrA no tiene efecto y que en
B. thuringiensis probablemente no existe una Rap orlologa sobre cual pueda
actuar.

La baja eficiencia de esporulacidn observada en las cepas de B
thuringiensis y B, sublilis que inclulan el plasmido parental (pHT31560Xyl-Kpri)
interfirio con el efecto de los genes clonados y del PhrA sintético tanto en 3,
thuringiensis como en B. sublilis por 1o cudl las conclusiones obtenidas estan
sujetas a confirmacion en comtruccimma gue no expresen el fragmento
coriente abajo del promotor de xylA. Por lo anterior, no fue posible aceptar o
rechazar 1a hipotesis planteada.
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X. PERSPECTIVAS

Evaluar la secuencia del plasmido pHT3150Xyl-Kpn y determinar que se
estd expresando corriente abajo del promolor de xilosa que esta
provocando que se bloguee el inicio en la esporulacion de la cepa
GOB141.

Establecer las condiciones para evaluar el procesamiento y accién de
néplidos sefial de B. thuringiensis, es decir, trabajar con cepas mulantes,
carentes de los gehes que codifican para la los diferentes controles que

acttian al inicio del proceso de esporutacion,
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XI ANEXOS

A) Programa y mezcla de reaccion de PCR para la amplificacion de los genes

rapA y rapAphrA.

Frogrania
94°C12 min,
- Desnaturalizacion
- Alineamignto
- Sinlesis
T2°C15 min.
16°C =

94130 seg.
50"CI140 seq.
T2CH 2 win,

Mezcla de reaceidn

},. 29 ciclos

23 pk Mezcla de reaccion (Super Mix High-Fidelity Invitrogen®)

1 ul. PY79 (DNA de la cepa silvestre B,

sublilis)

2 uL de oligos reversofdirecto (100 ng de cada uno)

B) Mapa del vector pCRI® TOPO™ (Invitrogen®)
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C) Subclonacién en el vector pCRI® TOPO®(Invitrogen”)
Mezcla de reaccion.

1 pl de producto de PCR

1.5 ul de H;0 estéril

1 ul de golucion salina

0.5 uL de vector pCRIP TOPO™ (10 ng/uL)

Bl -

W

Incubar a temperatura ambiente por 5 min y colocar en bafio de hielo.
Transformar 2 pl de cada reaccién en tubos eppendorf con celulas
competentes {F. coli Top10),

Incubar en bafio de hielo de 5 a 30 min.

Aplicar tratamiento térmico 2 min a 42°C. Inmediatamente transferir a
hafio de hielo.

Adicionar 1 mbL de medio LB e incubar a 37°C con agitacion suave
(200 rpm) durante 1 hr.

Sembrar con varilla de vidrio 100 jl. de cultivo en cajas con medio LB
con X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-D-galactosido)  mas &l
antibidtico de seleccion.

Incubar toda la noche a 37°C.

D) Transformacion de E. coli Topl0 y E. coli NKST72 dam™ dom recA’
(Sambrook y Russefl, 2001)

1, Transferir 200 pl de suspension de células competentes tratadas con
CaCly (0.1 M). Adicionar el DNA plasmidico (en una conceniracion no mayor
de 50 ng en un volumen de 10 uk. o menor). Mezclar el contenido del tubo
invirtiendo el tubo eppendorf suavemente. Almacenar los tubos en bafio de
hielo por 30 min.

2.
3.

4,

5.

Someter a chogue térmico de 42°C por 1.5 min,

Répidamente incubar nuevamente en bafo de hielo por 2 minutos
Adicionar 80D pb de medio LB. Incubar por 45 minutos a 37°C con
agitacion continua (50 ciclos/ minuto).

Transferir un volumen apropiado (de hasta 200 ul. por placa de 80 mm)
de las células transformadas en medio de cultivo conteniendo el
antibiotico de seleccién a la concentracion que se reguiera,

E) Purificacion de plésmidos por el método de lisis alcalina (Birmboin-Doly

modificada)
Solucién | Birnboim-Doly Conc. final
Tris-HCI (pH 8.0} 25 mM
EDTA 10 mM
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Glucosa 50 mM
RNAsa A 20 pgiml.
Conservat esta solucion a 4°C,

Salucion it

NaOH 1N 02N

SDS al 10% 1.0%
Preparar esta solucién al momento de utilizarse.
Solucion

Acetato de potasio IM, pH 5.2

Acido acético glacial 11.5 mL

Agua desionizada esteril 28.5 mL

Conservar esta solucidn a 4°C.

1. Se estria la cepa deseada en cajas con medio LB mas antibidtico y se
incuba a 37°C toda la noche.

2. Se toma una colonia y se siembra en 3 mb de LB liquido mas antibiotico
y se incuba toda fa noche a 37°C a 200 rpm,

3. Se toman 1.5 mi. del cultivo y s& centrifuga a 13000 rpm por 2 minutos a
temp. ambiente.

4. Se elimina el sobrenadantes y se resuspende el paquete celular en 150

ul. de la solucion .

Adicionar 300 pl de la solucion . Mezclar el contenido del tubo por

inversion aproximadamente 10 veces o hasta que se lisen eficientemente

las bacterias y la suspensidn sea transparente.

6. Dejar incubar en hielo por 3 minutos y adicionar 300 pl. de la solucion IH,

7. Se agita suavemente y se precipita el DNA adicionando 0.7 volumenes
de isopropanol frio.

8. Centrifugar a 13000 rpm por 20 minutos.

9. La pastilla se lava con etanol frio al 75% y se seca a 65°C durante 3
minutos, ‘

10. Resuspender en una cantidad considerable de agua desionizada esteril
o solucioh amortiguadora TE.

L3

F) Secuencia de los plasmidos pHT3186Xyl-Kpni-rapA, pHT31 5¢2Xyl-Kpnl-
rapAphrA.

pHT3150XvI-Kpnl-ranA
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G) Transformacion de B. thuringiensis por electroporacion (BAF Lahoralory)

Preparacion de células competentes.

1. De un cultive de B. thuringiensis incubado a 30°C toda la noche en caja
con medio infusion cerebro corazon (BHI), tomar una colonia aislada y
resuspender en 10 mik de medio liguido BHI.

Deje crecer el cultivo por 12 horas a 30°C/250 mm.

incubar el cullive en higlo por 10 min,

Cenfrifugar las células a 1000 x g por 10 min. a 4°C,

Lavado: 1000 x g por 10 min. (fres veces) a 4°C usando MO fria
bidestilada estéril.

Resuspender el pellet en 1 ml de PEG 6000 (polipropilenglicol) al 40%
(wiv) frio,

7. Incubar las células por 10 min. en bafio de hielo,

SIS

2
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8. Hacer alicuotas de 300 ul usando tubos eppendorf de 1.5 mbL. Congelar
rapidamente en Ny liquido o mediante inmersion en bafio de hielo
secofetano! y almacenar a ~70°C.

Transformacion ,

1. Descongelar en baio de hielo las célutas y adicionar de 2 a 5 pl de DNA
plasmidico y mezclar,

Transferir [a mezcla en una cubeta de electroporacion de 0.2 cm.

Aplicar un pulso: 2.3 kV, 475 0, 26 pF,

Adicionar la mezela en 3 mb de medio BHI liquido e incubara 1 ha 37°C
con agitacion suave,

Dividir el cultivo en partes iguales y centrifugar a 3000 rpm por 3 min,
Dacantar el sobrenadante y salvar 200 pl. en cada tubo.

Plaquear toda la muestra en cajas con medio BHE mas el antibidtico.
Incubar por al menos 24 hrs, a 28°C.

Rescatar las colonias transformantes en medio BHI mas el antibidtico.

ESSES

o

Co~NT

M) Estructura del plasmido pMLKS3-28 de la cepa de Bacillus sublilis (Karow &
Piggot, 19885, Ramirez-Prado, 2004).

ER R

t
i
'
i
i
1
i

:’va«?’ 'bmpmyMa usA

iy Transformacion de Bacillus subtilis (Marwood y Cutting, 1990} (Procedimiento
en dos pasos)

Preparacion de células compatentes
1. Fstriar en cajas con medio LB o TBAB la cepa de Bacillus sublilis e
incubar toda la noche a 30°C.
2, Tomar por asads varias colonias aisladas e inocular 20 ml. de medio
SpC fresco precalentado, para alcanzar una DOy de 0.5,

.59 .
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o

Incubar el cultivo a 37°C con vigorosa agitacion y determinar sy DOguyo @
diferentes periodos de tiempo.

Cuando la velocidad de crecimiento no presente diferencia en densidad
celular en un perfodo de 20-30 min (por lo general, cuando se ha
alcanzado la fase exponencial), inocular 200 mlL de medio Spli
precalentado con 2 ml. de cultivo y continuar la incubacion a 37°C y baja
aeracion.

Después de 90 minutos de incubacion (que cuando se trabaja con cepas
sensibles a temperatura, el tempo de incubacion es mayor), centrifugar
el paguete celutar (8000g, 5 min) a temperatura ambiente.

Decantar el sobrenadante en un contenedor estéril y guardar,
Resuspender el paguete celular con 18 mL del sobrenadante rescatado
en el paso anterior y adicionar 2 mi de glicerol y mezclar
cuidadosamente,

Alicuotar las células competentes (0.5 ml.) en tubos eppendorf estariles,
congelar rapidaments en Nz liquido o mediante inmersion en bafio de
hielo seco/etanol y almacenar & ~70"C,

Transfonmacion

1,
2,
3,

4,

Alcuotar en tubos eppendorf 260 b de células compeétentes.
Inmediatamente, adicionar un volumen de Spil + EGTA y mezclar.
Adicionar el DNA plasmidico (concentracion no mayor de 20 ng/ml.) e
incubar a 37°C/200 rprm/25 min,

Transferir un volumen apropiado (de hasta 200 pl. por placa de 90 mm)
de las células transformadas en medio de cultivo conteniendo el
antibidtico de seleccion a la concentracion que se reguiera,

J) Ensayo de resistencia térmica (Harwood & Cutting, 1980)

1.

pwn

Remover una muestra a partir del cultivo a intervalos de tiempos a lo
largo del proceso de esporulacion y diluya serialmente en solucion
amortiguadora de fosfato de potasio (10 mM) conteniendo 50 mM de KC
y 1mM de MgS0,4 Sembrar por duplicado 0.1 mL de las diluciones en
agar LB,

Someter a tratamiento térmico las diluciones de 80°C por 20 min,

Volver a sembrar 0.1 mL. de ias diluciones en agar LB.

Incubar ambos juegos de cajas por toda la noche a 37°C. Determinar la
cuenta viable.

Nota: las condiclohas gue se sefalan en esta teonica fueron wmodificadas para el
crecimiento oplimo de 8, thurngiensis.
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K) Ensayo de f-glucuronidasa para Bacitfug sublilis

Obtencidn dea los paguetes relulares

1.
2.

3.

Estriar la(s) cepa(s) en cajas con medio LB con el antibictico de
resistencia correspondiente. incubar a 37°C de 12 & 18 horas,

Usar estas capas para inocular medio DSM (en matraces nefelometricos
a una densidad de 5-10 unidades Klett. Incubar a 37°C, conh agitacion
Cada hora, lomar una alicuota de los cultivos y congelarlas
inmediatamente en Na liguide, (Para fusiongs de baja expresion tomar
500 ul. y para fusiones de alta expresion 100 plb).

Ensayo de acfividad de {i-olucuronidasa.

(VersaFluor™ BIQO-RAD No. 170-2420)
Nota: realizar los ensayos en lotes de 12-16 muestras,

1.

Descongelar las alicuotas justo antes de ser ulilizada, en agua fria.
Empaquetar las células por centrifugacion (maxima velocidad 30-60 5 en
una microcentrifuga de mesa). Cuidadosamente eliminar el sobrenadante
por succidn con una micropipeta (no decantar),

Resuspender los paguetes en regulador AB, de acuerdo a la actividad
esperada.

-Para baja actividad resuspender un quinto del volumen original.

-Para actividad moderada resuspender en el volumean original,

Para alta actividad dituir resuspendiendo en un décimo del volumen
original,

Transferir 50 pl de las muestras celulares resuspendidas a tubos
eppendorf. Iniciar los ensayos adicionando a cada tubo 10 pl de solucion
de 4-metilumbeliferona-f-glucurdnido (0.4 mg/ml. de MUG, disuelto en
DMSO). Como blanco, procesar una muestra usando 50 ul. de buffer AB.

. Después de incubar por 100 min, a 37°C, detener la reaccidn tomando

50ul. de cada ensayo y colocdndolos en ubos eppendorf, cada uno con
980 ul de regulador AB frio. Mezclar bien en vérex e inmediatamente
leer su fiuorescencia. Mantener en hielo y obscuridad,

Regulador AB

60 m KalHPQy
40 mM KH:PO4
100 mM NaCl

U = {lectura del fluorométro)(1000) (2/10003(60/H0)

(Densidad dptica) (ml. de alicuota)(100 min.}

Densidad optica = Unidades Klett/500 (para Baciflus sp.)
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haxcitacion = aBG AM
Asmislon ™ 445 nm

[.) Medios de culfivo empleados

Medio LB (Luria-Bertrani)

Por litro:
A 950 ml. de H»0 desionizada, adicionar:
Triptona 10,09
Extracto de Levadura 50¢g
NaCl 10.0g

Medio Schaeffer (DSM)

{para un litro de medio)
16 g. Difco
2.0 g. KC
0.5 g. MgSQaeH;0
1.0 mi.. Ca (NQa); [1M]
1.0mL MnClyed ;0 {0.1M]
1.0 mi FeS04 [1mM)
2.0 mi. Glucosa  [50% wiv]

Medio TrisG
(Para un litro de medio)
M0 865 ml.,
CaClyH;0(0.8%) 10 mi..
Mezcla de sales (0.5 X) 20 ml..
(NH,),504 (20%) 10 mt..
Glucosa (20%) 10 mL.
Tris pH 7.5 (1M) \ 50 ml.
KoHPO, (5%) ‘ 10 mi.,
Extracto de levadura (10%) 15 mL.
PHina= 7.4
Mezcla de sales 1X (10 mL)
FeSO.#7H0 0.025%
CuB0,5H;0 0.05%
ZnS0O.7HO 0.05%
MHSOA'I"{::;O 0.5%
Mg30, 2%
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Medio Harina de Soya dilutdo
(para un litro)
Glucosa
Harina de soya
Extracto de levadura
Solidos de cocimiento de malz

FeSOu7H,O
CuSQ4-5H,0
ZnSO7THO
MnS0,4H0
MQSO#?HQO
CoCly

KCI

HaP Oy (85% wiv)

2.35
1,37

L2 a0

0.1 mg.
0.375 my.
0.25 mg.

2 mg.
10 mg.
1.5 mg.
150 mg.

0.35 ml.

Antiespumante Mazu DF 0,15 mL.

leinnlw 74
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Medio Harina de Soya diluido
(para un litro)
Glucosa
Harina de soya
Extracto de levadura
Sélidos de cocimiento de malz

F@SDM?HEC)
CuS045H0
ZnSOp#7H;0
Ml"lSOu‘l"‘;aD
MgSO,»7THO
CoCl;

KCI

H:PQ4 (85% wiv)

2369

1.375g.
0.3509.
046 g,

0.1 mg.
0.375 my.
0.25 mg.

2 mg.
10 my.
1.5 mg.
150 mg.

0.35 mt..

Antiespumante Mazu DF 0,15 ml..

pHﬁnalw ?4
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