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1. RESUMEN

Bacillus thuringiensis es una bacteria Gram positiva que durante la
esporulacion sintetiza una &-endotoxina cristalina llamada proteina Cry, que tiene
capacidad insecticida especifica para una amplia gama de larvas de insectos. La
cantidad de Cry que se sintetiza depende de muchas variables como son el medio de
cultivo, la variedad de la cepa, la cantidad de nutrientes y la formacion de acido poli-
B-hidroxibutirico (PHB) como sustrato enddgeno. En el presente trabajo, se estudio el
efecto en las sefiales proteicas del quorum sensing y en la expresion de los genes;
de esporulacién spoOA, de la proteina crylAc, de sefializacién por densidad celular
nprR-nprX y de la proteasa neutral nprA. Adicionalmente, la expresion de los genes
se relacioné con la formacion de PHB, esporas y proteina Cry formada. Para lo
anterior, se hicieron fermentaciones en matraz y en biorreactor con la adicion de
proteasa K (un inhibidor de proteasas extracelular) en el tiempo critico de crecimiento
celular. Se realizaron cinéticas de crecimiento celular, formaciébn de esporas,
consumo de glucosa, produccion de proteina Cry y de PHB, asi como la
cuantificacion de transcripcion de los genes nprR-nprX, spoOA, nprA y crylAc. Los
resultados mostraron que la incorporacion de proteasa K en el tiempo critico de la
fermentacion, retraso la liberacion de esporas, incrementando la cantidad de células
vegetativas e inhibiendo la formacion de proteina CrylAc. Mientras que la
transcripcion de los genes nprR-nprX y nprA se retardd dos horas en las
fermentaciones después de adicionar la proteasa K. La transcripcion de los genes
nprA y spoOA, fue hasta 5 veces y dos veces mayor en los tratamientos con
proteasa K en comparaciéon con el control, respectivamente. Por otro lado, la
transcripcion de nprR-nprX fue 0.4 veces menor en la fermentacion con proteasa K
con un tiempo de aparicion de 2 horas después que la fermentacion control. Todo lo
anterior, indica que la proteasa K puede hidrolizar péptidos involucrados en la
comunicacion celular o recepcion de sefales, implicando que la principal sefal para

estos eventos moleculares es extracelular y de naturaleza protéica.
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1.1 ABSTRACT

Bacillus thuringiensis is a Gram-positive bacteria that synthesizes a crystalline -
endotoxin called Cry protein during sporulation. It has the capacity to be an
insecticide specific to a broad range of insect larva. The amount of Cry
synthesized depends on many variables, such as, the culture medium, the variety
of the strain, the number of nutrients, and the formation of Poly-B-hydroxybutyric
acid (PHB) as the endogenous substrate. In the present work, the kinetics of the
expression of the spoOA sporulation gene, the crylAc protein gene, the nprR-nprX
cell density signaling gene, and the nprA neutral protease gene were studied.
Additionally, the expression was related to the formation of PHB, spores, and Cry
protein. For the above, fermentations were carried out in flask and in fermenter
with (an extracellular protease inhibitor) protease K at the critical time of cell
growth. Cell, spores, Cry, glucose, and PHB Kkinetics and quantification of
transcription were performed. The results showed that the addition of protease K
at the critical time of fermentation delayed the release of spores, increased the
number of vegetative cells, and inhibited the formation of CrylAc protein.
Transcription of the nprR-nprX and nprA genes were delayed for two hours and in
the fermentations where protease K was added. Transcription of the nprA gene
was up to 5-fold higher in the protease K treatments compared to the control. The
transcription of the sporulation factor spoOA was higher in the fermentation with
protease K, almost twice as compared to the control fermentation. The
transcription of nprR-nprX was 0.4-fold lower in protease fermentation, and the
time of onset was 2 hours after the fermentation control. All of the above
information indicates that protease K can hydrolyze peptides involved in cellular
communication or signal reception, implying that the main signal for these

molecular events is extracellular and of proteic nature.
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2. INTRODUCCION

Bacillus thuringiensis al igual que otros bacilos del género, produce acido poli-
B-hidroxibutirico (PHB) al final de su crecimiento vegetativo (Rowe y Margaritis, 1987,
Benoit et al., 1990). EI PHB contenido en las células alcanza su valor maximo justo
antes del inicio de la esporulacion y su posterior consumo esta relacionado con la
aparicion de esporas maduras (Kominek y Halvonson, 1965; Benoit et al., 1990,
Kraemer y Moser, 1996). EI PHB sirve como una reserva endogena de carbono y
energia durante la esporulacion de B. thuringiensis (Rowe y Margaritis, 1987, Benoit
et al., 1990; Kraemer and Moser, 1996). Liu y Tzeng, (2000) sugirieron que
concentraciones elevadas de acetatos o PHB estimulan la produccion de proteina
Cry. Rowe y Margaritis (1987) y Navarro et al., (2006) sugieren que el PHB es
necesario como una fuente energética para la sintesis de la o&-endotoxina

denominada proteina Cry.

Para regular la expresion de genes y su desarrollo, diferentes tipos de
bacterias usan la comunicacion célula-célula, un proceso denominado quorum
sensing. Este proceso se lleva a cabo por intercambio de moléculas de sefializacion
nombradas autoinductores, la cual involucra la respuesta reguladora a las sefiales de
densidad celular (Solomon et al.,, 1996). Mediante este sistema, las bacterias
sincronizan funciones como competencia genética, bioluminiscencia, secrecion de
factores de virulencia, formaciéon de biopeliculas, esporulacion, conjugacién y
produccién de pigmentos (Lazazzera, 2000). Bacillus subtilis es una bacteria Gram
positiva que utiliza quorum sensing para regular procesos de competencia genética y
de esporulacién (Aronson, 2002). Debido a su cercana relacion filogenética con B.
thuringiensis, se cree que los mecanismos de regulacion de esporulacion de estas
dos especies son muy parecidos (Aronson, 2002). Se han encontrado sefales de
guorum sensing durante la fase de transicion de B. subtilis, por ejemplo, péptidos
como CFS (factor de competencia a esporulacion), PhrA y PhrE (péptidos
transportadores de fosfatos), que estan involucrados en la regulacion de otros

factores como SpoOA (factor 3) y SpoOF (factor dF) los cuales son indispensables

3
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para la esporulacion y produccion de proteina Cry. Chen et al. (2010), reportaron
que el factor de transcripcion SpoOA se requiere para la acumulacion de PHB y la
expresion de genes involucrados en la biosintesis de PHB en B. thuringiensis.

En B. thuringiensis se han identificado oligopéptidos y proteinas como NprRB
y NprR que son péptidos de sefializacion similares a Phr (péptidos reguladores de
fosfatos) y Rap (aspartil fosfato fosfatasa) de B. subtilis (Pottathil y Lazazzera, 2003),
lo cual impulsa a estudiar la funcion especifica de proteinas como NprRB en la
sintesis de PHB y por consiguiente en la formacion de esporas y proteina Cry por

Bacillus thuringiensis.

El objetivo de este trabajo fue estudiar la cinética de la expresion de gen
crylAc, de los genes de sefalizacion por densidad celular nprR-nprRB y del gen de
la proteasa neutral nprA, y su relacion con la formacion de PHB, esporas y proteina

Cry por Bacillus thuringiensis var. kurstaki HD-73.
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3. MARCO TEORICO

El control de insectos plaga en la agricultura, y de mosquitos vectores de
enfermedades humanas como malaria y dengue, se ha realizado principalmente con
la aplicacion de insecticidas quimicos. Estos insecticidas han generado problemas de
contaminacion ambiental, de toxicidad a insectos no blanco y a los agricultores que
los aplican. Se estima que cada 40 segundos muere un humano por problemas de
intoxicacion generados por contaminacion con plaguicidas (Bravo y Soberon, 2007).
Una de las herramientas de la biotecnologia agricola es el control biolégico que
consiste de todos aquellos sistemas destinados al control de plagas y enfermedades
de las plantas, en los que el principio activo es un organismo vivo (microorganismos
entomopatdégenos, entoméfagos, parasitos o depredadores) y/o una sustancia
biol6gicamente activa que se produce por microorganismos o plantas (Tamez et al.,
2001).

B. thuringiensis es el insecticida biolégico que mas se utiliza comercialmente y
se ocupa para el control de insectos plaga en la agricultura y de mosquitos vectores
de enfermedades. La bioactividad especifica de este bacilo se debe a la produccion
de un cristal, formado por proteinas Cry (Vilas et al., 2007). Una caracteristica
importante de las proteinas Cry producidas por B. thuringiensis es que son altamente
especificas e inocuas para vertebrados y otros insectos no blanco (Bravo y Soberon,
2007).

3.1 Bacillus thuringiensis

El grupo de Bacillus cereus incluye seis especies muy relacionadas y cuyos
genomas son ricos en adeninas-timinas como: B. anthracis, B. cereus, B. subtilis, B.
pseudomycoides, B. weihenstephanensis y B. thuringiensis (Slamti y Lereclus, 2005).

B. thuringiensis a diferencia de las bacterias formadoras de esporas, sintetiza a la
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proteina Cry (Ko et al., 2004). Muchas de sus caracteristicas fenotipicas son
comunes a B. cereus, incluyendo la movilidad, los requerimientos nutricionales, la
actividad hemolitica y la resistencia a ampicilina (Vilas et al., 2007). B. thuringiensis
se considera una bacteria ubicua, ya que se ha aislado de todas partes del mundo y
de muy diversos sistemas como suelo, agua, hojas de plantas, insectos muertos,

telaraias y en diferentes climas (Figura 1; Bravo y Soberon, 2007).

Cry

Espora

Figura 1. Microfotografia de Bacillus thuringiensis en microscopio electronico de transmision. Se
muestra el cristal proteinico romboide compuesto de toxina Cry y la espora en proceso de formacién
(Bravo y Soberon, 2007).

En el curso del crecimiento de B. thuringiensis se observan en términos
generales tres fases secuenciales que son: crecimiento vegetativo, transicion y
esporulacion (Figura 2; Rowe, 1990; Navarro et al., 2006). En el crecimiento
vegetativo la bacteria se duplica por biparticion. En la transicion no hay una
diferenciacion de bacteria a espora, sin embargo, es la etapa donde se transcriben
muchos factores que regulan el proceso de esporulacion y se forma el PHB (Navarro
et al., 2006). Finalmente, la fase de esporulacién es un programa de diferenciacion
de bacteria a espora (Errington, 1993; Navarro et al., 2006).
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Figura 2. Fases del cultivo de B. thuringiensis (Navarro, 1999).

3.2 Esporulacion de B. thuringiensis

La formacién de la endospora es el proceso de adaptacion de la bacteria a la
inanicion (Errington, 1993). La respuesta involucra la cooperacion de dos células
hermanas con genomas identicos, en una serie de cambios desarrollados que
culminan en el empaqguetamiento de una célula en una capa dura y resistente (Figura
3). A diferencia de otras respuestas de adaptacion, la esporulacion toma muchas
horas (mas de 6 h) e incluye importantes cambios en la morfologia celular, asi como
en la bioquimica y la fisiologia. Las células se duplican en longitud y luego se dividen
centralmente para producir dos células hijas y diferenciadas (Errington, 1993;

Verplaetse et al., 2015).
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Figura 3. Acontecimientos morfolégicos de la esporulacion de B. subtilis. La secuencia principal de
acontecimientos morfolégicos comienza con una célula vegetativa y termina con la liberaciéon de una
espora madura (Errington, 1993).



Universidad del Papaloapan — Doctorado en Biotecnologia

El inicio de la esporulacibn es complejo y, al menos tres
tipos de sefiales se integran en la célula antes de que se inicie: nutricional, por
densidad celular y del ciclo celular. La sefial nutricional se da por el agotamiento de
las fuentes de carbono, nitrogeno o fosforo, la glucosa reprime esta sefal
(Sonenshein et al., 1989). Freese et al. (1981), mostraron que la concentracion de
GTP o GDP probablemente represente el efector clave de las sefiales nutricionales.
En B. subtilis la proteina CodY se une al GTP y detecta la concentracion de GTP
intracelular como un indicador nutricional y regula la transcripcion de la fase
estacionaria y los genes de esporulacion, permitiendo a la célula adaptarse a la

limitacion de nutrientes (Ratnayake et al., 2001).

Otra sefial es la inducida por la densidad celular. Grossman y Losick (1988)
mostraron que la esporulacion no se induce eficientemente en cultivos celulares que
mantienen una densidad celular baja. Sin embargo, se obtiene una esporulacion
eficiente cuando las células se suspenden en baja densidad en medios
condicionados. Las células cultivadas en densidades relativamente altas producen
una sustancia que posiblemente sea un oligopéptido, que es necesario para una
esporulacion eficiente, al cual nombraron Factor de Eficiencia Extracelular (EDF-1).
La produccion de EDF-1 proviene de varios genes spo, principalmente de spoOA,
spoOB y spoOH (Grossman y Losick, 1988). Por ultimo el ciclo celular es una sefial
principal para iniciar el ciclo de la esporulacion y puede ocurrir sélo en un punto
especifico en la divisién celular (Errington, 1993). Aunque la relacién entre el ciclo
celular y la iniciacién se conoce bien (Clarke y Mandelstam, 1980; Dunn et al., 1978;
Keynan et al., 1976; Mandelstam y Higss, 1974), la forma por la cual los indicadores
celulares progresan a través del ciclo celular y transmiten esta informacion para el

complejo transcripcional se desconoce.
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3.2.1 Regulacién transcripcional del inicio de la esporulacién

En B. subtilis se requieren a los reguladores transcripcionales, c” y SpoOA
para el inicio de la esporulacién (Poncet et al., 1997; Errington, 1993). El gen spo0OA
se transcribe de dos promotores reconocidos por la ARN polimerasa asociados con
o”y o". En B. subtilis la proteina reguladora Spo0OA, ademas de ser clave para la
iniciacion de la esporulacion (Baldus et al., 1994), controla otras funciones como
formacién de biopeliculas (Hamon y Lazazzera, 2001), desarrollo de competencia
genética (Hahn et al., 1995), canibalismo (Gonzalez et al., 2003), resistencia al frio y
calor (Mendez et al., 2004), biosintesis de dipéptidos como la bacilisina (Karatas et
al., 2003) y produccion de proteasas extracelulares (Kodoma et al., 2007). La forma
fosforilada de SpoOA interactia con una secuencia especifica de ADN llamada caja
“OA” (5" TGNCGAA 3’) y de ese modo reprime o estimula un conjunto de genes
especificos para la esporulacién (Molle et al., 2003). Después de comenzar la
esporulacion, se activan una serie de factores sigma, lo cuales se ligan al nucleo de
la ARN polimerasa, permitiendo la regulacion de genes especificos para la
esporulacion (Haldenwang, 1995; Baldus et al., 1994; Errington, 1993). La regulacion
de genes temporales durante el proceso de esporulacion en B. thuringiensis es muy
similar al de B. subtilis, y las proteinas SpoOA son homodlogas (Lereclus et al., 1994).

Muchos genes de proteina Cry de B. thuringiensis estan bajo el control de
factores sigma especificos para la esporulacién. En B. thuringiensis el gen crylAa se
transcribe durante la fase de esporulacién por dos factores de transcripcion sigma
especificos de esporulacién 03y o (Wong et al., 1983; Brown y Whiteley, 1988). En
B. thuringiensis subsp. israelensis, los genes cry4A, cry4B, cryllA y crylA se
transcriben durante la mitad de la esporulacion por promotores o3° reconocidos por la
ARN polimerasa. Por otra parte, la transcripcion de los genes cytlA y cryllA

continGian en la Ultima fase de la esporulaciéon por los promotores 028 reconocidos por
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la ARN polimerasa (Waalwijk et al., 1985; Ward y Ellar, 1986; Yoshisue et al., 1993;
Dervyn et al., 1995).

Chen et al. (2010), presentaron la primera evidencia genética donde mostraron
que SpoO0A se involucra en la acumulacion y expresion de genes para la biosintesis
de PHB (poli-B-hidroxibutirato) en B. thuringiensis. Al mutar a spoOA, disminuy6
significativamente la acumulaciéon de PHB, sugiriendo asi un nuevo papel para

Spo0A en la regulacion de procesos asociados en la fase estacionaria.

3.3 Proteinas Cry

Se define como proteina Cry a cualquier proteina paraesporal de B.
thuringiensis que muestre un efecto téxico hacia algun organismo, verificable por
medio de bioensayos asi como cualquier proteina que muestre homologia con las
proteinas Cry (Bravo and Soberon, 2007). Las proteinas Cry pertenecen al grupo de
toxinas formadoras de poros (PFT, por sus siglas en inglés) y se conoce que su
efecto toxico se debe a la formacion de poros idnicos en la membrana de las células
epiteliales del intestino medio del insecto, lo que conduce a edema celular, paralisis
del intestino, diarrea, pardlisis total y finalmente la muerte por septicemia (Fernandez
et al., 2006). Las proteinas Cry se producen como protoxinas que requieren
procesarse proteoliticamente por proteasas presentes en el intestino de insectos
susceptibles. Este procesamiento proteolitico libera fragmentos téxicos de 55 a 65
kDa que interaccionan con proteinas receptoras presentes en la microvellosidad de
las células intestinales de los insectos blanco (Bravo et al., 2007; Fernandez et al.,
2008). La interaccion del receptor de la toxina Cry es un paso clave que determina la
especificidad de insectos (Schnepf et al., 1998). Aun mas, el principal mecanismo de
resistencia a las toxinas Cry son mutaciones que afectan a la interaccion de la toxina-
receptor (Ferré y Van Rie, 2002). Diferentes proteinas como las cadherinas,

aminopeptidasa-N (APN, por su siglas en inglés), y fosfatasa alcalina (ALP, por su

11
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siglas en inglés) se han caracterizado como receptores-Cry en diferentes especies
de insecto (Jurat and Adang, 2004; Knight et al., 1994; Vadlamudi et al., 1995).

Existe una una clasificacion para las proteinas Cry (Cryl, Il, lll y IV), con base
en sus propiedades insecticidas y moleculares (Tabla 1). Las proteinas Cry a su vez
se agruparon en clases y subclases (A, B, C. . . y a, b, c. . .) de acuerdo a su
secuencia de aminoéacidos (Hofte y Whiteley, 1989). Las inclusiones cristalinas
producidas por B. thuringiensis se pueden también clasificar en cinco tipos
generales: bipiramidal, esférica, rectangular, en punta irregular o esférica irregular

(Cannon, 1996).

Tabla 1. Clasificacion de proteinas Cry de B. thuringiensis de
acuerdo a sus propiedades insecticidas.

Tipo de Insectos de importancia
proteina Cry comercial
Cryl Lepidoptera
Cryll Lepiddptera y diptera
Crylll Coledptera
CrylV Diptera

Fuente: Hofte y Whiteley, (1989).

Los cristales bipiramidales generalmente son mas téxicos que los otros y
tienen efecto insecticida principalmente en lepidGpteros. Los cristales esféricos
irregulares pueden ser mosquitocidales, mientras que los romboides afectan a ciertas
especies de coledpteros. Por udltimo, los de punta irregular presentan actividad

toxicologica no identificada (Cannon, 1996).

A la fecha, las proteinas Cry se distribuyen en 50 grupos y varios subgrupos.
Cada grupo es altamente especifico para ciertos tipos de insectos. Esta informacién
se actualiza constantemente y se consulta en la siguiente direccion URL:

http://www . lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil Crickmore/Bt/toxins2.html.
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B. thuringiensis var. kurstaki HD-73 se conoce por tener un Unico gen cry,
crylAc. El gen crylAc es un tipico gen cry dependiente de la esporulacion, cuyo
promotor es reconocido por factores of y oX durante la esporulacién (Wilcks et al.,
1998; Wong et al., 1983). Schnepf et al., (1987) realizaron un andlisis transcripcional
de genes crylAc clonados en cepas de Escherichia coli, y concluyeron que el sitio de
iniciacion de la transcripcion del gen crylAc es reconocido por el promotor o*,
aunque su regulacion transcripcional se da durante las fases exponenciales y de

transicion de B. thuringiensis.

Yang et al. (2012), analizaron la transcripcidén del gen crylAc durante las fases
exponenciales y de transicion en diferentes cepas de B. thuringiensis, con la técnica
del sistema reportero de proteina verde fluorescente (GFP), y demostraron que el
gen crylAc se transcribe en células mutantes de B. thuringiensis no esporuladas
llamadas HDAspoOA (P-crylAc-gfp), lo cual indica que no necesariamente debe
haber esporulacion para la transcripcion del gen crylAc. Estos resultados también
demostraron que el promotor crylAc tuvo actividad de transcripcion independiente de

la esporulacion y se regulé por otros factores en las células no esporuladas.
3.4 Produccién de poli-B-hidroxibutirato (PHB)

Los polihidroxialcanoatos (PHAS) son poliésteres de hidroxiacidos sintetizados
naturalmente por bacterias (Adwitiya et al., 2009). Los PHAs son acumulados como
inclusiones citoplasmaticas en ciertas bacterias durante condiciones de crecimiento
desequilibrado (suministro en exceso o por la falta de uno o mas nutrientes
esenciales). El poli-B-hidroxibutirato (PHB) es el PHA mas conocido (Adwitiya et al.,
2009). El PHB es un poliéster alifatico de cadena lineal cuyo peso molecular varia de
60,000 a 250,000 Da y el punto de fusion varia de 157 a 188 °C. Es soluble en
cloroformo, dicloroetileno y trifluoroetanol, y es sintetizado por un gran namero de
microorganismos como fuente de reserva de carbono y energia. Su formula es:

CHs o)

O——HC——CHC
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Como muchos bacilos, B. thuringiensis produce poli-B-hidroxibutirato (PHB) al
final del crecimiento vegetativo (Rowe y Margaritis, 1987, 1994 Benoit et al., 1990,
Kraemer y Moser, 1996). Se observo que en cultivos de B. thuringiensis, asi como de
otras bacterias, la maxima acumulacion de PHB se da en la fase de transicion (cerca
del 10% de peso seco) y desaparece en curso de la esporulacion (Benoit et al., 1990;
Navarro et al., 2006). El PHB celular alcanza su valor maximo justo antes del inicio
de la esporulacion, su posterior consumo se relaciona con la aparicion de esporas
maduras (Kominek y Halvonson, 1965, Benoit et al., 1990, Kraemer y Moser 1996).
Liu y Tzeng, (2000) sugirieron que altas concentraciones de acetatos o PHB
estimulan la produccion de 3-endotoxina. Rowe y Margaritis, (1987) y Navarro et al.,
(2006) propusieron que el PHB es necesario como una fuente energética para la

sintesis de la 8-endotoxina.

Navarro et al. (2006) establecieron una relacion de proporcionalidad entre la
cantidad de PHB acumulado y la cantidad de Cry producida, concluyendo que el PHB
es una fuente de carbono y energia importante para el proceso de esporulacion.
Ademas, se observo que para la produccion de proteina Cry es necesaria una
concentracion minima de PHB acumulada de aproximadamente 0.52 mg/L (Navarro,
et al., 2006). Mediante graficas de estado de la formacién de PHB en funcién de la
relacion X/Xmax observaron que alrededor de 0.76 + 0.11 g/g de X/Xmax S€ inicia la
produccion del PHB (Figura 4). Esto coincide con la cinética experimental de
formacion de PHB (6 + 1 horas). Es decir, que al llegar al 76% del crecimiento
maximo aparentemente se da una sefial por densidad celular y da inicio a la

produccion del PHB que antecede la esporulacién (Navarro et al., 2006).
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Figura 4. Relacion de la formacién de poli-p-hidroxibutirato con respecto a la biomasa a cada tiempo
entre la cantidad maxima de la misma (X/Xmax) (Navarro, 1999).

3.5 Comunicacion célula-célula mediada por Quorum Sensing

La sefializacién célula-célula es una actividad fundamental llevada a cabo por
muchos tipos de bacterias (Winans y Dunny, 1999). La comunicacion célula-célula o
qguorum sensing (QS), es un proceso biolégico que comunmente se refiere a la
habilidad de las bacterias a responder a moléculas quimicas que se nombran
autoinductores (Reading y Sperandio, 2006; Slamti et al., 2014). Estos
autoinductores incrementan su concentracion externa en respuesta a un aumento en
la densidad celular (Waters y Bassler, 2005). Estas moléculas autoinductoras
incluyen el N-acilhomoserina lactonas (AHLs) (Greenberg y Fuqua, 1998), utilizado
por bacterias Gram-negativas, y péptidos pequefios, usados por las bacterias Gram-
positivas (Dunny y Leonard, 1997). En bacterias Gram-positivas la comunicacion
celular depende principalmente de la regulacion de sensores citoplasmaticos por
péptidos de sefializacion que son excretados y reintroducidos (Slamti et al., 2014).
En diversas bacterias, los procesos celulares se regulan por quorum sensing van

desde el desarrollo de competencia genética (es decir, la capacidad natural para
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tomar ADN exogeno) en B. subtilis y Streptococcus pneumoniae (Solomon y
Grossman, 1996); la virulencia de B. thuringiensis y la formacion de biopeliculas de
Pseudomonas aeruginosa (Dunny y Leonard, 1997; Greenberg y Fuqua, 1998;
Agaisse et al., 199); necrotrofismo de B. thuringiensis (Dubois et al., 2013; Perchat et
al., 2016); hasta la bioluminiscencia en Vibrio fischeri y V. harveyi (Fuqua et al.,
1996).

Al comenzar la fase estacionaria del cultivo de B. thuringiensis, se alteran los
patrones de expresion genética para permitir ampliar la supervivencia celular en la
ausencia de nutrientes. Asi, la necesidad de nutrientes es la principal sefial de
regulacion para entrar a la fase estacionaria (Fuqua et al., 1996). Para las bacterias
no esporuladas, como E. coli, resulta que la fase estacionaria incrementa la
resistencia a una serie de tensiones ambientales, tales como alta osmolaridad,
agentes oxidantes y altas temperaturas (Fuqua et al., 1996, Zambrano y Kolter,
1996). En B. thuringiensis la transicion a la fase estacionaria esta dirigida por
factores de transcripcion claves, la actividad o producciéon de las cuales es

estimulada por la necesidad de nutrientes (Lazazzera, 2000).

En B. subtilis, hay dos péptidos pequefios extracelulares de sefalizacion, la
feromona ComX y el CSF (factor de competencia y esporulaciéon) que regulan la
actividad del factor de transcripcion ComA (Figura 5; Solomon et al., 1996). ComA
activa la expresion de varios genes, incluyendo uno para el desarrollo de la
competencia genética, constituyendo la respuesta por quérum (Lazazzera, et al.,
1999). La feromona ComX esta formada por diez aminoacidos (ADPITRQWGD), los
cuales provienen de la hidrélisis de un péptido maduro de 55 aminoacidos, y contiene
una modificacion hidrofébica en un residuo triptéfano el cual se convierte en alanina
al momento de ser exportado extracelular para la actividad de sefializacion (Miller y
Bassler, 2001; Schneider et al., 2002). Una vez que se procesa, Se secreta por
ComQ y su acumulacién extracelular hace que se active la cascada de fosforilacion
de dos componentes ComP/ComA (Schauder y Bassler, 2001). El péptido ComX

maduro es detectado por el sensor histidina cinasa (ComP) que se encuentra unido a

16



Universidad del Papaloapan — Doctorado en Biotecnologia

la membrana y estimula la autofosforilacion y transferencia del fosfato al regulador de
respuesta ComA unido al ADN (Waters y Bassler, 2005). El péptido ComA fosforilado
activa la expresion del gen comS y ComsS inhibe la degradacién proteolitica de la
proteina ComK. Con ello, se incrementan los niveles de este activador transcripcional
encargado de controlar la expresion de genes estructurales requeridos para el
desarrollo de la competencia genética (Waters y Bassler, 2005). En este proceso la
bacteria receptora se convierte en competente con el fin de adquierir moléculas de
ADN exogeno (Miller y Bassler, 2001).

El segundo péptido autoinductor en B. subtilis, es el pentapéptido CSF. El
CSF es un pentapéptido proveniente del péptido precursor de 35 aminoacidos PhrC,
gue sufre un corte de cinco aminoacidos del C-terminal para formar la molécula sefial
(ERGMT) (Miller y Bassler, 2001). En contraste con otros autoinductores, CSF tiene
una funcién de sefalizacion intracelular que origina su importacion a B. subtilis
mediante el péptido transportador tipo ABC llamado Opp (Schauder y Bassler, 2001).
CSF incrementa su concentracion en el ambiente extracelular como regulador de la
densidad celular. A bajas concentraciones, CSF inhibe a la fosfatasa de ComA
llamada RapC causando un incremento en los niveles de ComA-P, y de esta manera,
se promueve el desarrollo de la competencia (Miller y Bassler, 2001). En niveles
altos, CSF disminuye el desarrollo de la competencia y favorece a la esporulacion
(Waters y Bassler, 2005). Esto sucede al inhibir la expresion de comS, que resulta en
un incremento de la protedlisis para ComK (proteina para competencia). CSF inhibe
también a la fosfatasa RapB que defosforila al regulador de respuesta (SpoOA) e
incrementa los niveles de SpoOA-P y encendiende la via de esporulacion (Figura 5;
Miller y Bassler, 2001).

Segun Anderson, (2005), el proceso de esporulacion en B. thuringiensis es
probablemente muy similar al ya caracterizado en B. subtilis. Esto se debe a que la
mayoria de los puntos de regulacibn y genes estructurales de B. subtilis se
encuentran muy conservados en B. thuringiensis (mas del 50% de identidad en la

secuencia de aminoéacidos), tales como genes spo0, factores sigma y genes que
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codifican para cinasas. Ademas, también existen regiones conservadas en las
secuencias involucradas en la fosforilacién. Hay al menos cinco genes en bacterias
Gram positivas formadoras de esporas que codifican proteinas similares a las
fosfatasas Rap de B. subtilis. De igual manera, presentan un gen phr inmediatamente
corriente abajo. Dos de estos genes se encuentran en Clostridium acetobutylicum y
uno en B. anthracis, B. stearothermophilus y B. thuringiensis. En ésta ultima, el gen
codifica para una proteina nombrada NprR formada por 42 aminoacidos (~46 kDa),
de acuerdo a los resultados reportados por un analisis bioinformatico (Pottathil y
Lazazzera, 2003). En B. subtilis NprR se describié como un regulador de la expresion
del gen estructural nprE, el cual codifica para una proteasa neutra (Uehara et al.,
1979).
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Figura 5. Modelo para dos péptidos de sefializacion extracelular implicados en la respuesta quérum
en B. subtilis. CSF se codifica por PhrC y expulsada como una pro-proteina (Pro-CSF). ComX se
expulsa de la célula, y requiere a ComQ para la produccion. Se indica la secuencia de aminoécidos de
los péptidos de sefializacion CSF y de feromonas ComX. La linea ondulada debajo de la feromona
ComX indica una modificacién desconocida en un triptéfano (W). Ambos péptidos ComX y CSF,
estimulan la actividad del factor de transcripcion ComA, a través de la fosforilacion (ComA~P), se
activan varios genes que constituyen la respuesta de quérum. La feromona ComX estimula la
fosforilacion de ComA al interactuar con la membrana asociada a la proteina histidina quinasa, ComP.
CSF se importa por una permeasa oligopéptidica (Opp), e interactla con dos objetivos intracelulares.
Para aumentar el nivel de ComA~P, CSF, en bajas concentraciones, inhibe la actividad de una fosfato
aspartil fosfatasa, RapC, que desfosforila a ComA~P. Al disminuir el nivel de ComA-P, CSF, a altas
concentraciones, se especula que inhiben la actividad quinasa de ComP. Los genes que han
demostrado ser regulados por el comA~P se enlistan. degQ codifica un regulador de produccién de
enzimas degradativas. rapA y rapC codifican fosfatasas que regulan negativamente la esporulacién y
a ComA-~P, respectivamente. srfA y comS codifican enzimas surfactina biosintéticas y a un regulador
de desarrollo de competencias, respectivamente. Lazazzera, 2000.

Para B. subtilis se reportd que CFS controla la esporulacién por quérum
sensing (Pottathil y Lazazzera, 2003). En B. thuringiensis var. kurstaki se observo
durante la fase de transicibn que el péptido SKPDT proviene de NprX
(MKKALAGILAVAVVLTIVGGVQYTSKPDTYGLDSSVSQTV NN), y es un péptido de
sefalizacion (Aceves et al., 2007). Acevez et al. (2007) observaron que la adicion de

los péptidos sintéticos SKPDT y CSF (ERGMT) durante la fase de transicion, no
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afecta la cinética de crecimiento de B. thuringiensis var. Kurstaki. Sin embargo,
observaron que el SKPDT estimul6 la esporulacion, la liberacion de esporas y la
transcripcion de crylAa mientras que ERGMT no estimulé ni el crecimiento ni la
esporulacion. Los autores concluyen que el péptido de sefalizacion SKPDT
probablemente sea un agente del quorum sensing de la familia de los péptidos de

sefalizacion Phr en B. thuringiensis.

Perchat et al. (2011), estudiaron el papel que juega cada regulador de NprR,
en el grupo de Bacillus cereus, donde se encuentra B. thuringiensis. Los autores
mostraron que NprR es un regulador transcripcional y que su actividad depende de
un péptido de sefalizacion llamado NprX o NprRB. Ademas de que el fragmento
minimo requerido de NprX para iniciar la transcripciéon completa de NprA es de siete
aminoacidos, que corresponde a una regién interna del carboxilo terminal. En
conjunto NprX-NprR activan la transcripcion del gen de la proteasa neutral (nprA)
durante la primera fase del proceso de esporulacion. Mediante un analisis
bioinformético ClustalX y la construccion de un arbol filogenético de las secuencias
de aminoacidos de NprR, Perchat et al. (2011) dividieron en 7 grupos los
heptapéptidos con especies de Bacillus no especificas: por ejemplo el grupo 1
contiene NprR de B. anthracis, B. cereus y B. thuringiensis, y el grupo 6 contiene
NprR de B. cereus, B. thuringiensis, B weihenstephanensis (Figura 6)
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Figura 6. Sistema NprR—NprX en cepas especificas. Las secuencias peptidicas de NprR se dividen en
7 grupos los cuales corresponden a siete clases de NprX. Este arbol filogenético se construyd sobre
las bases de las secuencias del péptido NprR de cepas que pertenecen al grupo de B. cereus, se us6
el programa ClustalX y Treeview. Los nimeros 1 y 2 se refieren a cepas B. anthracis, numero 3-12
refieren cepas de B. thuringiensis, nimeros 13-28 refieren a cepas de B. cereus, numero 20 refiere a
B. mycoides, numero 30 refiere a B. pseudomycoides y 31 refiere a cepas de B. weihenstephanensis.
Los colores designan al cluster individual de NprR con el cual se asocia a un NprX: morado indica el
NprX SKPIVG, verde indica el NprX SKPDIYG, azul indica el NpRX SNPDIYG, nanranja el NprX
SRPDVLT, rojo indica el NprX WTSDIYG, turquesa indica el NprX WKPD[N/V/T][Y/L]G y gris indica el
NprX WRPDMSI (Perchat et al., 2011).

El gen nprA codifica para una proteasa neutral A (NprA) en B. thuringiensis
que esta formada por 566 aminoacidos y tiene un tamafio de 60,982 Da (Figura 7;
Donovan et al., 1997). La actividad proteolitica de NprA puede procesar o degradar
extracelularmente la proteina Cry (Andrews et al., 1985; Bibilos y Andrews, 1988;
Caroll y Ellar, 1989; Chestukhina et al., 1980; Kunitate et al., 1989). Donovan et al.
(1997) comprobaron con una cepa de B. thuringiensis donde el gen nprA fue mutado,
que se produce cierta cantidad de proteina Cry, sin embargo era muy poca
comparada con la cepa nativa, sugiriendo que sélo cierto porcentaje de proteina Cry
es susceptible al procesamiento por la proteasa neutral A. Los estudios donde se

utilizaron inhibidores de la proteasa neutral A encontraron actividades de tipo cistein,
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métalo y serinproteasas en B. thuringiensis (Li y Yousteh, 1975; Chestukhina et al.,
1980; Pfannenstiel et al., 1984; Andrews et al., 1985; Thurley et al., 1985; Bibilos y
Andrews, 1988;). La estabilidad de la proteina Cry en B. thuringiensis se maximiza
cuando las proteasas AprA (proteasa alcalina A) y NpRA (proteasa neutra A) se

desactivan (Tan y Donovan et al., 2000).

3.6 Efecto de la proteasa K sobre la proteasa neutral A (NprA)

La proteasa neutral A (NprA) se puede hidrolizar por proteasas que no son
propias de B. thuringiensis como la proteasa K, que reconoce sitios especificos en

diferentes proteinas (Petrotchenko et al., 2012).

10 20 30 40 50 60
MKKKSLALVL ATGMAVTTFG GTGSAFADSK NVLSTKKYNE TVQSPEFISG DLTEATGKKA
70 80 90 100 110 120
ESVVFDYLNA AKGDYKLGEK SAQDSFKVKQ VKKDAVTDST VVRMQQVYEG VPVWGSTQVA
130 140 150 160 170 180
HVSKDGSLKV LSGTVAPDLD KKEKLKNKNK IEGAKAIEIA QQDLGVTPKY EVEPKADLYV
190 200 210 220 230 240
YQNGEETTYA YVVNLNFLDP SPGNYYYFIE ADSGKVLNKF NTIDHVTNDD KSPVKQEAPK
250 260 270 280 290 300
QDAKAVVKPV TGTNKVGTGK GVLGDTKSLN TTLSGSSYYL QDNTRGATIF TYDAKNRSTL
310 320 330 340 350 360
PGTLWADADN VFNAAYDAAA VDAHYYAGIT YDYYKNTFNR NSINDAGAPL KSTVHYGSNY
370 380 390 400 410 420
NNAFWNGSQM VYGDGDGVTF TSLSGGIDVI GHELTHAVTE NSSNLIYQNE SGALNEAISD
430 440 450 460 470 480
IFGTLVEFYD NRNPDWEIGE DIYTPGKAGD ALRSMSDPTK YGDPDHYSKR YTGSSDNGGV
490 500 510 520 530 540
HTNSGIINKQ AYLLANGGTH YGVTVNGIGK DKLGAIYYRA NTQYFTQSTT FSQARAGAVQ
550 560

AAADLYGANS AEVAAVKQSF SAVGIN

Figura 7. Secuencia de aminoacidos de la proteasa neutral A.
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Tabla 2. Sitios de corte de NprA producidos por la proteasa K.

Enzima

Proteasa
K

NUmero
de cortes

283

Posiciones de los sitios de corte

67891011121516 17 18 19 22 25 26 27 32 33 35 38 40 41
42 46 47 48 52 53 54 55 56 60 61 63 64 65 67 68 70 71 75 77
79 82 86 88 91 95 96 97 100 101 102 107 108 109 111 113 114
117 119 120 122 128 130 131 134 135 136 139 143 145 151
152 154 156 157 158 159 160 164 166 167 170 171 172 173
176 178 179 180 181 185 186 187 188 189 190 191 192 193
195 197 198 205 206 207 208 209 210 211 216 217 220 222
223 226 227 234 237 238 243 245 246 247 250 251 253 256
258 262 263 266 269 271 272 273 278 279 280 284 287 288
289 290 291 292 294 299 300 303 304 305 306 308 311 312
314 315 316 318 319 320 321 323 325 326 327 329 330 331
333 334 337 338 343 346 348 350 353 354 356 360 363 364
365 371 372 378 379 380 381 383 387 389 390 393 394 395
397 398 399 400 405 406 407 410 413 414 416 417 418 421
422 424 425 426 427 428 429 436 437 438 440 442 443 444
448 451 452 459 461 467 471 472 480 482 486 487 491 492
493 494 495 499 501 503 504 505 508 513 515 516 517 518
520 522 524 525 526 529 530 531 534 536 538 539 541 542
543 545 546 548 551 552 553 554 555 556 560 562 563 565

Con este andlisis se puede observar de manera putativa, que la proteasa NprA

(Figura 7) se hidroliza por la proteasa K, lo cual probablemente tendria un efecto

significativo en la produccion de proteina Cry y en la transcripcién de algunos genes

implicados en la comunicacién celular como nprX-nprR.

3.7 Modelo de Gompertz

El modelo de Gompertz es una ecuacion sigmoidal de tres parametros que

representa el numero de células en funcion del tiempo. A través del teorema de la

segunda derivada del modelo de Gompertz se puede evaluar el punto critico de la

curva de crecimiento. Este punto critico representa el tiempo critico en crecimiento de
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B. thuringiensis, que se puede definir como; el tiempo en el que se desacelera el

crecimiento de células en la fase exponencial (Navarro, 1999; Figura 8).

X =x,,e-re "

max

0= e’ Hmart

— LnA
0 tc = MR

Figura 8. Modelo de Gompertz y célculo del tiempo critico.
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4. JUSTIFICACION

La biotecnologia agricola est4 enfocada a dar solucion a problemas de baja
produccion y pérdidas econdmicas de cultivos provocadas por factores bioticos y
abidticos para lograr una agricultura sustentable. Uno de los objetivos de la
biotecnologia agricola es reducir la dependencia del uso intensivo de insecticidas
quimicos sin afectar la productividad del campo, teniendo como consecuencia la
reduccion tanto en el costo de insumos como de los problemas ambientales. Una de
las herramientas de la biotecnologia agricola es el control biolégico constituido por
todos aquellos sistemas destinados al control de plagas y enfermedades de las
diferentes plantas, en los que el principio activo es un organismo Vivo
(microorganismos entomopatdgenos, entomofagos, parasitos o depredadores) y/o
una sustancia biolégicamente activa (producidos por organismos o extractos de
plantas) (Tamez et al., 2001). Los organismos entomopatdégenos infectan al insecto y
se reproducen en él hasta causarle la muerte y pueden ser: hongos, virus, bacterias,
protozoarios y nematodos (Tamez et al., 2001). Uno de los patégenos mas utilizados
es Bacillus thuringiensis, capaz de producir una é-endotoxina altamente toxica y
especifica, utilizada para formular bioinsecticidas. México ocupa el lugar nimero 16 a
nivel mundial aplicando bioinsecticidas a base de Bacillus thuringiensisis, con una

superficie de 0.2 millones de has (Clive, 2014).

Debido a que la esporulacion es un proceso que consume grandes cantidades
de energia, la célula debe de tomar la decisién de esporular basado en la cantidad,
naturaleza y disponibilidad de los nutrientes, asi como del monitoreo de la densidad
celular local (Aceves et al.,, 2007). Ademas de que una vez que la bacteria ha
iniciado la etapa de transicién esta predestinada a esporular (Phillips y Strauch,
2002). Aparentemente dicho momento esta relacionado con la acumulaciéon de PHB,
que sera utilizado como fuente de carbono y energia para el proceso de
esporulaciéon (Navarro et al., 2006), y con el conjunto NprX-NprR que activan la

transcripcion del gen de la proteasa neutral NprA (Perchat et al., 2011).
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Por lo tanto en el presente trabajo se establecio el efecto de la adicién de
proteasa K en las sefiales proteicas del quorum sensing y su efecto en la expresion
de los genes crylAc, nprA, nprR y nprX, asi como la formacién del PHB y en

consecuencia a la produccién de proteina Cry.
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5. HIPOTESIS

La adicion de proteasa K modificara las sefiales de quorum sensing de
naturaleza proteica en B. thuringiensis y afectara la expresion de los genes crylAc,
nprA, nprR y nprX, asi como la la formacion del PHB y en consecuencia a la

produccion de proteina Cry.
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6. OBJETIVOS

General

Estudiar el efecto de proteasa K en la expresion de los genes nprR-nprX, spoOA,
nprX y crylAc en Bacillus thuringiensis variedad kurstaki HD-73, asi como en la

produccion de proteina Cry y PHB.

Objetivos Particulares:

a. ldentificar la cepa y establecer el modelo de estudio para la obtencién del tiempo

critico.

b. Aislar los genes nprR-nprX, nprA, spoOA y crylAc de B. thuringiensis var kurstaki
HD-73.

c. Determinar el efecto de la proteasa K en la formacion de PHB, esporas y proteina
Cry.

d. Determinar el efecto de la proteasa K en la expresion de los genes nprR-nprX,

nprA, spoOA y crylAc.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Microorganismo

Se utilizé Bacillus thuringiensis variedad kurstaki cepa HD-73 (ATCC-35866),
tipo de cristal K-73 y productora de proteina CrylA(c). Esta cepa fue una donacion
del Departamento de Biotecnologia y Bioingenieria del Centro de Estudios
Avanzados del IPN. A su vez, se adquiri6 del Insect Pathology Research Unit de
United States Deparment of Agriculture, Brownsville, Texas.

7.2 Elaboracién de discos de esporas

La conservacion de la cepa se realizé mediante discos de esporas. La cepa se
cultivé en dos matraces de 500 mL con 250 mL de medio cultivo Gerry Rowe (Rowe,
1990; Tabla 3) durante 20 horas aproximadamente a 30 °C y 180 rpm en una
agitadora Megafuge 16R (Thermo Scientific, USA). Posteriormente, con este cultivo
se sembraron cajas petri con agar nutritivo por estria cruzada por triplicado. Se
incubaron a 30 °C durante 56 h, hasta alcanzar un 90% de esporulacién de acuerdo
al conteo de esporas en camara de Neubauer a 40X. De las cajas sembradas, se
tomo con un asa bacteriolégica la mayor cantidad posible de células y se colocaron
en un frasco con 20 mL de solucién salina previamente esterilizado. En discos de
papel filtro se adicionaron 20 uL de solucién salina con aproximadamente 108
células, y se dejaron secar en condiciones axénicas a 37 °C durante 24 horas.

Posteriormente, los discos de esporas se guardaron en congelacion a -20 °C.
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Tabla 3. Composicion del medio Gerry Rowe para cultivos de B. thuringiensis (Rowe, 1990).

Cantidad parallL
Componente

Glucosa 1049
Peptona de caseina 3.2¢9
Extracto de levadura 3.2¢9
CaClz. 2H20 0.106 g
KCl 0.5¢
MgSO4. 7H20 0.3¢
MgSOa4 0.05g
ZnS04. 7TH20 0.0075¢
CuSOa4. 5H20 0.0045 g
Fe(CsHs07) 0.075¢
NaH2PO4. H20 1.153 g
Na2HPO4 1.856 g

7.3 Cultivo en matraz

El in6culo se prepard partiendo de los discos de esporas previamente
elaborados. La primera etapa se realiz6 en un matraz Erlenmeyer de 1 L con 250 mL
de medio Gerry Rowe (Tabla 3) con un disco de esporas como inéculo. Se cultivd

durante 12 h a 30 °C en una agitadora a 180 rpm.

Los cultivos se realizaron en matraces de 1 L con 250 mL de medio Gerry
Rowe con 5 % (v/v) del inéculo, al cual se le adicion6 proteasa K (PK) a 100 nM
para hidrolizar péptidos extracelulares, entre los que estuvieran el péptido NprA que
forma B. thuringiensis. La PK se incorporo al inicio de la fase de transicion, para ello
se calcul6 el tiempo critico (tc) mediante el modelo de Gompertz (Ec 1). Los cultivos
controles solo contuvieron medio Gerry Rowe sin PK. Todos los experimentos se

hicieron por triplicado. EI muestro se hizo cada dos horas durante 30 h, y se
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determinaron las cinéticas de crecimiento celular, formacion de esporas, consumo de
glucosa, produccion de proteina Cry y de PHB, asi como la cuantificacion de
transcripcion de los genes nprR-nprX, spoOA, nprAy crylAc

7.4 Cultivo en fermentador

7.4.1 In6culo

El in6culo fue hecho en un matraz Erlenmeyer de 1 L con 300 mL de medio Gerry
Rowe (Tabla 3) inoculado con un disco de esporas. Se cultivd durante 12 h a 30 °C
en una agitadora a 180 rpm.

7.4.2 Fermentacion

Las fermentaciones se desarrollaron en un fermentador BIOFLO 3000 (New
Brunswick Scientific, USA) con 3 L de medio Gerry Rowe, con un vaso modelo SG de
5 L de capacidad nominal, con instrumentacion completa. Las condiciones de

operacion se presentan en la Tabla 4.

Se hicieron dos fermentaciones con su réplica; la primera fermentacion fue
como control y se usé para determinar el tiempo critico en el cual se adicionaria la

proteasa K. La segunda fermentacioén se le adicion6 100 nM de proteasa K.

El fermentador se inoculé con el 5% del cultivo in6culo (v/v). Durante la
cinética de crecimiento se extrajeron cada dos horas 50 mL de mosto para la
cuantificacion de biomasa, glucosa, PHB, Cry, formacion de esporas y ARNm para el
seguimiento de la transcripcion de los genes nprA, crylAC, nprR-nprX y spoOA. La

cinética se siguio por 24 horas.
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Tabla 4. Condiciones de operacion del fermentador

Volumen 3L
Agitacion 600 rpm
Temperatura 30°C+1
Aireacion 1 vvm
pH 74+2
(controlado con
NaOH 2M y
HsPOa4 0.67M)
Oxigeno disuelto Mayor 20 %

7.5 METODOS ANALITICOS

7.5.1 Cuantificacion de bacilos y esporas

La cuantificaciébn se realizé por cuenta directa en una camara de Neubauer
usando un microscopio de contraste de fase marca Nikon modelo eclipse 55i
(Japon), con aumento de 400X (40X en el objetivo por 10X en el ocular). Las
muestras del mosto se sometieron a diluciones seriales por duplicado hasta 102. La
concentracion celular se calculé considerando que el peso de la célula de B.

thuringiensis es de 2.3 pg (Rodriguez y de la Torre, 1996).

7.5.2 Cuantificacién de glucosa

La cuantificacion de la glucosa se calculé mediante la técnica de DNS para
azucares reductores (Miller, 1959). Para ello se centrifugaron 5 mL de mosto
fermentado en tubos Corning a 10,000 rpm durante 20 min y 5°C en una
termocentrifuga marca Thermo Scientific, USA. Luego se tomé 1 mL del
sobrenadante que se diluyo 1/10 con agua destilada estéril y finalmente se colocé en
tubos Eppendorf de 1.5 mL. La lectura se realiz6 a 540 nm en un espectrofotometro
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UV-Vis modelo Lambda UV-125 marca Perkin Elmer y se utiliz6 glucosa como
estandar.

7.5.3 Cuantificaciéon de poli-B-hidroxibutirato (PHB)

La determinacion de PHB (intracelular) se realizO mediante la técnica de
Braunegg et al. (1978) en un cromatégrafo de gases marca Perkin EImer modelo
900. Las condiciones fueron las siguientes: Columna empacada AT-1000 al 10%,
temperatura de columna de 160 °C, temperatura del inyector 240°C, temperatura del

detector 280°C y nitrégeno como fase moévil con flujo de 30 mL/min.

Para la preparacion de la muestra se centrifugaron 5 mL del mosto de
fermentaciéon a 1500 g durante 20 min a 5 °C en una centrifuga refrigerada
(Eppendorf). Se desechd el sobrenadante y la pastilla o “pellet” se resuspendié en 1
mL de propanol acidificado (3% v/v H2SO4). Posteriormente se rompio la pared
celular con 3 mL de cloroformo y se calenté a 100°C en un termobloque modelo HI
839800, marca HANNA INSTRUMENTS durante 4 h. Se dej6é enfriar a temperatura
ambiente. Después, se adiciond 1 mL de agua destilada y se agité vigorosamente en
vortex. Se separ0 la fase organica en viales de 1.5 mL de tapa con septo para
cromatografia de gases y se conservé en congelacion hasta su inyeccion en el
cromatografo. Se realizaron tres replicas de cada muestra y se inyectaron por

duplicado cada muestra en el cromatografo de gases.

El estandar se preparé con sal sédica de acido DL-B-hidroxibutirico al 98% de

pureza (29435-48, Sigma), con el mismo procedimiento que las muestras.
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7.5.4 Deteccion de proteina Cry

La deteccion de proteina CrylAC de 133.3 kDa, se realiz6 por electroforesis
en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes con dodecil-sulfato de
sodio (SDS-PAGE). Se tomaron 10 mL del mosto del cultivo en matraz y 5 mL del
fermentador, y se centrifugaron a 5500 rpm por 20 min, la pastilla se disolvié en 2 mL
de agua destilada y estéril. Posteriormente se tomé 1 mL y se colocaron en tubos
Eppendorf. Los tubos se centrifugaron a 10,000 rpm por 10 min y la pastilla se lavo 2
veces con solucion isotonica (NaOH al 0.5 N), para reducir la actividad proteolitica,
se lavo con agua acidificada con HCI (pH < 2.5) y por dltimo con agua destilada
estéril. La pastilla se resuspendié en 1 mL de agua destilada y estéril. Se tomaron
500 pL de la muestra diluida y se agregaron 500 pL de solucién Laemmli (Laemmli,
1970) para su solubilizacién a ebullicion por 5 min exactos. La proteina soluble se
detecté con una camara electroforesis Mini-PROTEAN 4 Cell, marca Biorad. El gel
concentrador se prepar6 al 12% (pH 6.8) y el gel separador al 8% (pH 8.8). Se utilizd
albumina de suero bovino (BSA) como estandar y el marcador de peso molecular
page ruler prestained leadder marca Fermentas de 60 a 200 kDa tefiido con azul de

comassie al 0.1%.

7.6 Modelo de crecimiento

El modelo de Gompertz es un modelo no lineal que tiene la capacidad de
representar curvas con fase lag no simétricas con respecto al punto de inflexion. La

ecuacion del modelo de Gompertz que se uso6 en este trabajo fue:

X = X, g0 CAreTHme ec (1)
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Los parametros cinéticos Xmax (Células g/L), A y Pmax (hl) representan el
maximo crecimiento, indirectamente la fase lag y la velocidad maxima especifica de

crecimiento, respectivamente (Navarro, 1999).

Los parametros del modelo de Gompertz (Ec 1), Mmax, Xmax ¥ A fueron
evaluados usando un analsis numérico iterativo Runge Kutta de 4 orden con el
programa iterativo MicroMath Scientist para Windows (version 1.05) MicroMath Inc.,
con los siguientes parametros: objetivo de la suma de cuadrados 1 E-12, tamafio de
paso minimo 0.0001, tamafio de paso maximo 10. Se busc6é minimizar la diferencia
entre el nimero real de células en funcion del tiempo y los valores de nimero de

células calculados con el modelo de Gompertz.

7.7 Caracterizaciéon molecular de los genes nprR-nprX, nprA, cry y
spo0A

Los oligonucledtidos usados en este estudio se disefiaron usando el software
bioinformético PrimerQuest tool de la empresa Integrated DNA Technologies USA.
La secuencia de los genes crylAC, nprA y spoOA se extrajeron del GenBank con
namero de acceso GU322939.1, L77763.1 y X80639.1 respectivamente.

Para la caracterizacibn molecular, la cepa se inoculé en 250 mL de medio
Gerry Rowe, (Rowe, 1990) y se incubd en una agitadora (Thermo Scientific, USA) a
30 °Cy 200 rpm por 16 h. Se centrifugaron 5 mL del mosto fermentado a 10,000 rpm
por 15 min a 4 °C y se extrajo el ADN genomico utilizando el kit comercial Ultra Clean
microbial DNA isolation (MOBIO, USA) siguiendo las recomendaciones del
fabricante. EI ADN extraido se cuantificO mediante un espectrofétometro (Nanodrop
2000, Thermo Scientific). Posteriormente, se amplificé el gen 16S DNA, el cassette

nprR-nprX, npRA, CrylAC y spoOA mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
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(PCR, por sus siglas en inglés), se usaron 100 ng de ADN gendémico, 10 pM de cada
oligonucledtido (Tabla 5) en 50 pyL de reaccion del kit DreamTaq™ Green PCR
Master Mix 2X (Fermentas). La PCR se realiz6 en el termociclador modelo
MAXYGENE marca AXYGEN Scientific siguiendo las condiciones reaccion: 1 ciclo
95 °C 5 min; 35 ciclos de 95 °C por 1 min, Ta de 56 °C por 1 miny 72 °C durante 1
min; finalmente 1 ciclo de 72 °C por 10 min. Los productos de PCR se sometieron a
un analisis de electroforesis en gel de agarosa al 1% en amortiguador TAE 1X. Se
usaron 10 pyL de producto de PCR para cada una de las muestras. La electroforesis
se realizé a 80 V por 40 min. Las amplificaciones se observaron en el sistema de
fotodocumentacion INGENIUS SYNGENNE®. El producto de PCR fue purificado por
el kit GeneJET PCR Purification (KO701, Thermo Scientific,) y secuenciado en el
Instituto de Biotecnologia de la UNAM, México. Las secuencias obtenidas se
analizaron mediante el programa bioinformatico BLAST (National Center for
Biotechnology Information, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) en la base de datos

de NCBI para conocer su identidad.

Tabla 5. Oligonucledtidos usados para la amplificacion de los genes nprR-nprX, nprA, crylAC y 16s.

Iniciadores Gen Ta°C Amplicé Secuencia del iniciador (5°-3") Referencia
n (pb)

16 S 16 S 55 1500 CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGA Weisburg et al., 1991
TCCTGGCTCAG
CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGA
TCCAGCC

NprR-NprRB  nprR- 56.1 1500 GGGCATTTGTTCTGTCTC Rocha et al., 2012

nprRB GCTAACACTAACGCTAAAC

LCry crylAc 55 1700 ATCTTCACCTCAGCTGCT Este estudio
GGCACATTGTTGTTCTGTGG

NprA nprA 56.1 566 ACAATGAGACGGTGCAGTCA Este estudio
TACCGCTGTCTGCCTCAATG

Spo0A Spo0A 55 841 GGAATGTGTTGCGAAAGGGAA Este estudio
ATTCCCACGGCTCCAAGCTA
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7.8 Analisis bioinformatico del péptido sefial

Después de la amplificacion y secuenciacion del gen nprX se hizo un analisis
bioinformatico en el software de SignalP 3 (Emanuelsson et al., 2007) para predecir
los sitios de corte y detectar al péptido sefial/péptido no sefal, con base en una

combinacion de varias redes neuronales artificiales y modelos ocultos de Markov.

La alineacién de la region secretada se realizO mediante ClustalW con la
ayuda del software BioEdit versién 7.2.5 (Hall, 1999). Para identificar el heptapéptido
de sefalizacion putativo, se usoé la secuencia SKPDT que se reportd por Pothathil y
Lazzazzera, (2003) y los criterios basados en la secuenca de aminoacidos de NprR
de Perchat et al. (2011).

7.9 Cuantificacion de los transcritos nprR-nprX, spoOA, nprA vy
crylAC por PCR en tiempo real (QPCR)

7.9.1 Extraccion de ARN

Se centrifugaron 3 mL del mosto de fermentacion en tubos Corning a 9000
rpm por 15 min a 4 °C. Se descart6 el sobrenadante, y la pastilla se proceso con el
kit de extraccién de ARN ZR-Fungal/Bactrial RNA Microprep marca Zymo Research,
USA, de acuerdo a las condiciones del fabricante (Anexo 1). EI ARN extraido se
cuantific6 mediante espectrofotometria (Nanodrop 2000, Thermo Scientific) vy
posteriormente se limpid mediante digestion con la enzima DNase 1, RNAse-free con
namero de catalogo EN0521 marca Thermo Scientific, de acuerdo a las instrucciones

del fabricante (Anexo 2).
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Se determind la calidad del ARN purificado, por medio de una electroforesis en
un gel de agarosa al 1% en condiciones desnaturalizantes con formaldehido en
buffer MOPS 1X con un pH 7.0 (Anexo 3). Las muestras de ARN se prepararon
mezclando 4 uL de buffer de carga ARN 2X (fermentas) y 4 uyL de ARN,
calentdndolas a 70 °C por 10 min y se enfriaron en hielo por 5 min, el ARN se separ6
a 80 V por 40 min. Posteriormente el gel se visualiz6 en el sistema de
fotodocumentacion modelo INGENIUS marca SYNGENNE®.

7.9.2 Sintesis de ADNc y cuantificacion de los transcritos nprR-nprX,

nprAy crylAC

La sintesis del ADN complementario (ADNc) se realiz6 mediante el Kkit
comercial RevertAid H Minus Firt Strand cDNA Synthesis con nimero de catélogo
K1631 marca Thermo Scientific, de acuerdo a las condiciones del fabricante (Tabla
6). Para la sintesis se usaron primers de Random hexamers y se calentaron junto
con la muestra de ARN a 65 °C por 5 min en un termociclador MAXYGENE
(AXYGEN Scientific®) y se enfriaron en hielo.

Al finalizar la sintesis del ADNc, se colocaron los tubos en hielo y se
guardaron a -80 °C hasta su uso para PCR y qPCR; a la par se realizé una muestra
de sintesis de ADNc sin la adicién de la enzima transcriptasa reversa, la cual se usé

como control negativo.

Al usar el kit de extraccion de ARN, se obtuvieron 6 pL de muestra, con una
concentracion de ARN de 0.746 a 1.158 pg/uL por cada muestra. Las muestras
fueron homogenizadas a un volumen total de 12 puL en dH2O con DEPC y una
concentracion final de 0.5 pug/pL. Para observar la calidad de las muestras se preparé

un gel al 1% de agarosa en condiciones desnaturalizantes con formaldehido en
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buffer MOPS (Figura 26). Cada carril en el gel corresponde a una muestra extraida
del mosto de fermento cada dos horas. Una vez que se comprobd la calidad de los

ARN, se procedio a la sintesis del ADN complementario (ADNCc).

Tabla 6. Condiciones de sintesis de ADNc.

Reaccion Concentracion final | Volumen pL
ARN total 3.5 ug 7 uL
Random primer 0.1 uM 1L
Agua libre de nucleasas* 4 uL
Buffer de reaccion 5X 1X 4 uL
Inhibidor de RNase 1 u/uL 1L
Ribolock (20 u/ pL)

Mezcla de dNTP 10 mM 0.1 mM 2 uL
Transcriptasa reversa H 10 u/pL 1L
minus (200 u/pL)

* Calentar la muestra a 65 °C por 5 min y colocar en hielo.

7.9.3 PCR cuantitativa

La cuantificacién por PCR en tiempo real (qPCR), se realizé usando 1 yL de
ADNc diluido en agua libre de nucleasas en relacion 1:5, 3 pmol de cada
oligonucledtido y 10 yL de Maxima SYBR Green/ROX gqPCR Master Mix 2X. La
gPCR se realiz6 en el termociclador modelo PIKOREAL 96 marca Thermo Scientific,
con las siguientes condiciones de reaccion: 1 ciclo 95 °C 10 min; 40 ciclos de 95 °C
por 15 s, Ta °C por 30 sy 72 °C durante 30 s. Los oligos usados para la deteccion de

los transcritos crylAC, nprR-nprX, nprA, spoOA y 16S se muestran en la Tabla 7.
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Los oligos para gPCR nprR-nprRB, nprA y spoOA se disefiaron mediante el
software bioinformatico Oligo Analyzer 3.1 de Integrated DNA Technologies, USA,

usando las secuencias amplificadas anteriormente por PCR en este trabajo.

Tabla 7. Oligonucledtidos usados para gPCR.

Gen que Ta (°C) Amplicon Secuencia del iniciador (5°-3") Referencia
reconoce (pb)
nprA 60 144 AGCATTAGTGTTAGCGACAGG Este estudio
ACTGCACCGTCTCATTGTAC
crylAC 55 180 GTTAGATTAAATAGTAGTGG Hernandez et
TGTAGCTGGTACTGTATTG al., 1997
16S rDNA 55/60 180 GGTCTTGCAGCTCTTTGTACCGT Yang et al,
ATCTTCCGCAATGGACGAAAGTC 2012
nprX-nprR 60 140 ATGGTATTTGGAGTA TTGGCGT Este estudio
GCTAACACTAACGCTAAAC
SpoOA 60 110 GTGAGTGGTAAAGCAAACGC Este estudio

TCCTTTAATATGAGCGGGTACAC

La expresion relativa de todos los genes se obtuvo mediante el método
comparativo Ct (Schmittgen y Livak, 2008), usando el 16S rRNA como gen

constitutivo (Ec 2).
2784 = [(Cy gen de interés — Cp control interno)muestra A — (Cy gen de interés — Cy control interno)muestra B] ec.2

Se realiz6 la cinética de la cuantificacion de la expresion relativa a lo largo de
la fermentacién por cada muestra. Los resultados de la expresion relativa de la
muestra control (sin proteasa K) se normaliz6é a 1, es decir el valor maximo de cada

gen se iguald a uno.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Identificacién molecular de la cepa

Con el objetivo de conocer si la cepa de B. thuringiensis (ATCC 358666)
presenta los genes 16S rDNA y NprR-NprX, requeridos para este trabajo, se
amplificaron por PCR regiones de estos genes. En la figura 9 se muestra la
integridad el ADN gendémico de B. thuringiensis, teniendo una concentracion de 39.7
ng uLt. Las bandas de ADN se muestran integras, por lo tanto se procedid a su uso

para la amplificacion de los genes 16S rDNA y NprR-NprX (Figura 10).

Figura 9. Observacion de bandas de ADN Figura 10. Observacion de la amplificacion de la regién
gendmico de B. thuringiensis en gel de agarosa ARNr 16S vy el casette NprR-NprX en gel de agarosa al 1%
al 0.8% tefiido con bromuro de etidio. Carril 1; tefido con bromuro de etidio, obteniéndose un producto de
marcador de peso molecular, carril 2 y 3: aproximadamente 1.5 kb. Carriles 1 y 2: producto de PCR
bandas de ADN. de 16S. Carriles 3 y 4: producto de PCR de NprR-NprX.

Las secuencias del gen 16S ARNr ensambladas mediante el software BioEdit

Sequence Alignment Edit mostraron una identidad de 100 % a B. thuringiensis ATCC

35866 que confirmé la identidad de la cepa usada.
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La secuencia ensamblada del casette NprR-NprX, mostré6 una identidad del
100% a las reportadas. Las distintas especies de Bacillus se han clasificado en siete
grupos de acuero a la secuencia del gen NprX (SKPDIVG) (Perchat et al., 2011)
entre los cuales, la cepa de B. thuringiensis var kurstaki HD-73 pertenece al grupo 1
junto con B. thuringiensis 407, B. thuringiensis serovar pondicheriensis BGSC 4BAl,
B. thuringiensis serovar israelensis ATCC 35646, y B. thuringiensis serovar berliner
ATCC 10792. De acuerdo a lo reportado por Perchat et al., 2011 el fragmento
peptidico minimo requerido para activar al factor transcripcional de nprA es de 7

aminoacidos.

Con los resultados de las secuenciaciones de los genes 16s ADNr y nprR-
nrpX se confirmé que la cepa es Bacillus thuringiensis var. kurstaki HD-73. También
se corroboré mediante un gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes con
SDS, que B. thuringiensis var. kurstaki HD-73 produce la proteina Cry y que es de
133 KDa aproximadamente (Figura 11), coincidiendo con lo reportado por Ceron et
al., (1994).

150 kDa ¢

100 kDa

60 kDa
40 kDa

20 kDa

Figura 9. Gel electroforético del 8% (SDS-PAGE). Carrill: marcador de peso molecular;
carril 2: BSA (60 kDa); 3 y 4: proteina Cry de B. thuringiensis (133 kDa). Tincion azul de
Comassie. 4
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8.2 Cultivo en Matraz

8.2.1 Modelo de estudio y célculo del tiempo critico (tc)

La Figura 12 se muestra el promedio de los resultados de la cuantificacion de
células y esporas de tres cinéticas de B. thuringiensis. No se observé una diferencia
estadisticamente significativa entre cinéticas en cuanto a cantidad de bacilos y

esporas con a=0.05 y n= 3.

Estos resultados permitieron estandarizar y obtener fermentaciones
estadisticamente iguales, que aseguraron la reproducibilidad de futuras
fermentaciones y métodos de cuantificacion.
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0.9 J | ~A—Bacilos F2 /f_ 11

' —w—Bacilos F3 / i
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Figura 10. Cinéticas de crecimiento y de esporas de B. thuringiensis en matraz. F1;
fermentacion del matraz 1, F2; fermentacion del martraz 2 y F3; fermentacion del matraz 3. Los
datos son expresados como el promedio de las observaciones * su desviacion estandar.
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En la Figura 13 se muestran los resultados de la simulaciéon de la cinética de
crecimiento de B. thuringiensis con el modelo de Gompertz. La duraciéon de la fase
Lag (A) es de 9.1114 h y la velocidad especifica maxima de crecimiento pmax €s de
0.2708 ht, por lo tanto el tiempo critico (tc) en condiciones de fermentacion en

matraz es a las 8.2 + 0.4 horas de acuerdo al siguiente calculo:

InA In9.1114
t. = = = 8.2 Horas
Umax 0.2708
1.0 -
7 @® Bacilos g/L
0.9 — Modelo

Bacilos g/L

(0] 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (h)

Figura 11. Simulacién de la cinética de crecimiento y modelo de Gompertz de B. thuringiensis.
Los datos son expresados como el promedio de las observaciones * su desviacién estandar. Los
puntos representan las observaciones experimentales y la linea continua al modelo. * indican
diferencia significativa mediante analisis de Variaza con a=0.05 y n= 3.

El tiempo critico de 8.2 + 0.4 h demostr6 el momento en el cual B.
thuringiensis desacelera el crecimiento celular y esta entrando a la etapa de
transicion, que es donde sucede de acuerdon a Yang et al. (2012), la mayor actividad

transcripcional para posteriormente iniciar la esporulacion.
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8.2.2 Efecto de la adicién de proteasa K

Con la finalidad de inhibir a la proteasa neutral A y otros sefializadores de
naturaleza protéica como el péptido NprX, se agregé proteasa K (PK) en diferentes

tiempos durante la fase de transicion.

En la Tabla 8 se resumen los valores maximos de crecimiento del bacilo y de
produccion de esporas. Se puede observar que la cantidad de biomasa fue mayor en
todos los tratamientos con la PK en comparacion al cultivo control, siendo el
tratamiento con PK, a las 8 h, el que presenta mayor produccion de biomasa. La
Figura 14 muestra el efecto de la adicion de PK en los cultivos de B. thuringiensis
con adicion de PK a diferentes tiempos y sus controles. En todos los tratamientos
con PK hay un retraso en la aparicion de esporas de hasta 4 h, y la fase de
crecimiento se prolongé hasta por mas de 4 h. Se observa que para el tratamiento
con PK a las 8 y 10 h del cultivo (Figura 14), la fase exponencial se prolonga mas de
dos horas. Mientras que para el tratamiento con proteasa K a las 8, 10 y 12 h de la
fermentacién, la fase exponencial se alarga mas de 4 horas comparado con el
matraz usado como control. Para el mismo tratamiento la aparicién de las esporas se
atras6 mas de 6 horas (Tabla 8), lo que sugiere que la PK esta inhibiendo o
retrasando alguna posible sefial de quérum sensing. La inhibiciéon de la sefal de
quoérum, se puede deber a la protedlisis extracelular del péptido de sefializacién NprX
y/o a la protedlisis de la proteasa neutral A. Tan y Donovan, (2000) reportaron que la
proteasa neutral A se produce en altas concentraciones por densidad celular y entra
a otra bacteria a través de receptores de histidina quinasa, activando a los factores
de esporulacion SpoOA, a través de factores transcripcionales sigma (o).
Probablemente la hidrdlisis de esta proteasa afecte en el retardo de aparicion de
esporas que se observo en los tratamientos con PK a 8-10 hy PK a 8-10-12 h y por

ende se ve reflejado en la produccion mayor de células.
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Tabla 8. Parametros cinéticos de B. thuringiensis con proteasa K.

Tratamientos  Crecimiento Crecimiento Tiempo de Tiempo de

maximo de maximo de maximo aparicion de
esporas Bacilos crecimiento Esporas (h)

[ExpO7/mL] [g/L] de Bacilos (h)

Control 11.75 £ 0.024% 0.868 + 0.0082 14 + 12 16 £ 02

PKagh 11.5+0.0322  1.144 +0.008° 16 +1° 18 + 1P

PKag8y10h 12.5+0.065° 1.098 + 0.057° 14 + 12 18 + 1P

PKa1l0h 11.5+0.012  0.995 +0.073" 16 + 1° 18 + 1°

PKa8,10y12h 10.75+0.008° 1.087 +0.024° 18 + 2Pc 20 + 2bc

*letras a, b y ¢ indican diferencia significativa mediante analisis de Variaza con a=0.05 y n= 3. Los
datos son expresados como el promedio de las observaciones + su desviacion estandar.
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Figura 12. Cinética de crecimiento en matraz de B. thuringiensis con proteasa K a diferentes tiempos de
la fermentacion. Las flechas rojas indican el momento donde se adiciond PK. Los asteriscos (*) indican
diferencia significativa en el tiempo de la aparicion de esporas mediante analisis de Varianza con
0=0.05 y n= 3. Los datos son expresados como el promedio de las observaciones * su desviacion
estandar.

La Figura 15 muestra la cinética de consumo de glucosa como fuente de
carbono para los diferentes tratamientos. En la tabla 9 se muestran las velocidades

especificas de consumo de glucosa de las fermentaciones en matraz. Se observé
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que la velocidad especifica de consumo de glucosa en el matraz control fue de 0.38
+ 0.05 gs/gowc h. El consumo de glucosa del matraz control fué significativamente
mas lento en comparacion con los tratamientos donde se adicioné PK. Esto se pudo
deber a la prolongacién de la fase de crecimiento exponencial que provoca la adicion
de PK, teniendo un efecto significativo en el aumento de la cantidad de bacilos, y por

consiguiente es mas rapido el consumo de glucosa.

11

10 - —@— Control
—A—PK8y10h
-¥—PK8,10y12h

—@—-PKs8h
—M-PK10h

T T T 1 T
0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32

Tiempo (h)
Figura 13. Cinéticas de consumo de glucosa realizadas en matraz con tratamientos donde se adicion6
PK. Los asteriscos (*) indican diferencia significativa en la concentracion de glucosa mediante analisis

de Varianza con 0=0.05 y n= 3. Los datos son expresados como el promedio de las observaciones *
su desviacién estandar.
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Tabla 9. Velocidad especifica de consumo de glucosa de B. thuringiensis en matraz adicionando PK a
diferentes tiempos.

Tratamientos Glucosainicial Glucosaresidual Velocidad
(g/L) (g/L) especificade
consumo de
glucosa (gs/gowch)

Control 9.90 + 0.42 1.35+0.32 0.38 £ 0.052
PKa8,10y 12 h 10+0.32 0.03+0.3° 0.50 + 0.02°
PKa8y10h 9.89 + 0.52 0.44 +0.2° 0.50 + 0.03
PKal10h 10.04 +0.3% 0.90 +£0.52 0.50 + 0.02°
PKa8h 9.56 + 0.62 0.016 + 0.4° 0.49 + 0.04°

*letras diferentes indican diferencia significativa mediante analisis de Variaza con a=0.05 y n= 3. Los
datos son expresados como el promedio de las observaciones * su desviacion estandar.

8.2.3 Deteccion de proteina Cry

La Figura 16 muestra los resultados de la produccion de proteina Cry de los
diferentes tratamientos con PK y sin adicionarla. El carrii 9 y 10 del gel de
electroforesis muestran las bandas de proteina CrylAC producida por B.
thuringiensis con un peso molecular de 133 kDa a las 48 h de cultivo. En los
tratamientos donde se adiciond proteasa K (carril 3-8), no se pudo detectar proteina
Cry después de las 48 horas de iniciado el cultivo. Poncet et al. (1997), reportan que
la formacion de la espora y la proteina Cry son paralelas en la fase de esporulacion,
pero son reguladas en forma diferente. Los resultados indican que la adicion de PK
podria inhibir alguna sefial de naturaleza protéica de densidad celular necesaria para
la produccién de proteina Cry, o esté degradando directamente el cristal sin permitir

observarlo en geles de electroforesis.
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Figura 14. Gel electroforético del 8% (SDS-PAGE), donde se observa el efecto de la
adicion de PK en diferentes tiempos de la cinética de B. thuringiensis var. HD-73.
Carrill: marcador de peso molecular; carril 2: BSA (60 kDa); 3 y 4: adiciéon de PK a las
8h;5y6:PKaalas10h; 7y 8: PKalas 8,10y 12 h de la fermetacién; 9 y 10: control
con proteina Cry de B. thuringiensis (133 kDa). Tincién azul de Comassie.

Las sefales por densidad celular regulan todo el proceso de esporulacion, sin
embargo, en la bibliografia actual no esta reportado que en B. thuringiensis controlen
Gnicamente la produccion de proteina Cry. Lazazzera y Patathil, (2000) reportaron en
B. subtilis que los péptidos de sefalizacion CSF, PhrA y PhrE, estimulan la
esporulacion al inhibir a las fosfatasas RapA, RapB y RapE, respectivamente. Al
inhibir las fosfatasas, SpoOF se fosforila por una cinasa, para posteriormente donar
un fosfato a SpoOA a través de la fosfotransfersa SpoOB y tener la forma activa del
factor de esporulaciéon SpoOF~P. Por otro lado Poncet et al. (1997) reportaron que
muchos genes cry estan bajo el control de factores sigma especificos de
esporulacion como Factor 8" (Spo0A) y Factor &7 (SpoOF), y que Spo0OA~P en altas

concentraciones reprime la transcripcion de genes cry en Bacillus thuringiensis.
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Probablemente los factores de esporulacion Factor 3 (SpoOA) y Factor 37 (SpoOF),

se inhiban temporalmente en la fase de esporulacion.

8.3 Cultivo en fermentador

La Figura 17 muestra la simulacion de la cinética de crecimiento de B.
thuringiensis en fermentador. Los parametros cinéticos A y Mdmax son de 5.4 ht y
0.41 h't respectivamente, por lo tanto el tiempo critico (tc) calculado con el modelo de
Gompertz para el cultivo control en fermentador a las 4.11 h. Mediante un analisis de
varianza con a=0.05 y n=3, se compararon las velocidades especificas de
crecimiento pmax Yy los resultados obtenidos en matraz y fermentador son de 0.27 +
0.04 y 0.41 £ 0.1 h'! respectivamente, lo que indica que estadisticamente es mas
rapido el crecimiento en fermentador que en el matraz. Se ha reportado a la
velocidad maxima especifica de crecimiento (Umax) cOmo uno de los parametros que

afecta la produccion de proteina Cry (de la Torre y Ferrera, 1997).

De la Torre y Ferrera, argumentan que altas velocidades de duplicacion de las
células vegetativas es contraproducente debido a que disminuye la produccién de
Cry, posiblemente porque acentla la pérdida de plasmidos. De manera alterna
puede ser que altas velocidades de duplicacion se llegue a una condicion fisiol6gica
de la célula en que el esfuerzo metabodlico se centra en la reproduccion y no en la
acumulacion de materiales de reserva, especialmente PHB, que aparentemente son
la fuente de energia para la esporulacién y sintesis de Cry (de la Torre and Ferrera,
1997). Navarro, (1999) concluyd que la velocidad maxima especifica de crecimiento
no afecta proporcionalmente la cantidad de proteina Cry formada por B.
thuringiensis, al no encontrar una tendencia definida entre ambas variables, aun
restringiéndose a una relaciéon Carbono:Nitrégeno de 7:1. Aunque observo que los

valores altos de pmax parecian implicar una baja produccion de proteina Cry.
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Figura 15. Simulacién de la cinética de crecimiento de B. thuringiensis en fermentador usando el
modelo de Gompertz. Los datos son expresados como el promedio de las observaciones + su
desviacién estandar. La flecha roja indica el tiempo critico de crecimiento.

En la Figura 18 se observa la cinética de crecimiento y de formacion de
esporas de la fermentacion control. La cinética de crecimiento muestra el
comportamiento tipico, con una fase lag de 2 h, de crecimiento exponencial de las 2
a las 8 h, de transicion de las 8 a las 10 h y de esporulacién de las 12 a las 24 h. La
maxima concentracion de bacilos se alcanza a las 10 h, y 4 h después se detectan

las primeras esporas.
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Figura 16. Cinética de crecimiento de B. thuringiensis en fermentador (e) control (A) adicionando
proteasa K en el tiempo critico. La flecha roja indica el momento donde se adicioné PK. Los asteriscos
(*) indican diferencia significativa en la concentracion de glucosa mediante andlisis de Varianza con
a=0.05 y n= 3. Las barras indican desviacion estandar. Los datos son expresados como el promedio
de las observaciones + su desviacion estandar.

La Figura 19 muestra el consumo de glucosa y la produccién de PHB para el
cultivo control en fermentador, teniendo una producciéon maxima de PHB de 1.53 +
0.21 mg/L. En general el PHB se detecto 4 horas después del inicio de la

fermentacion, durante la fase de crecimiento exponencial, llega a un maximo en la
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fase de transicion (10 h) y posteriormente disminuye. Se observa que el punto
méximo de PHB acumulado ocurre 4 h antes del tiempo en el que se detectan las
primeras esporas, consumiendose durante la fase de esporulacion. Este
comportamiento coincide con lo reportado previamente (Kominek and Halvorson,
1965; Slepecky y Law, 1961; Navarro et al., 2006). Kominek y Halvorson, (1965),
observaron en B. cereus que el maximo de PHB se alcanz6 al aparecer las primeras
esporas y posteriormente la cantidad de PHB disminuyé al aumentar la
concentracion de esporas en el medio. Este comportamiento también lo reportaron

Slepecky y Law, (1961) para B. megaterium.

Pal et al. (2009), observaron en B. thuringiensis IAM 12077 un incremento en
la acumulacion de PHB de 43.37% (1.2 g/L) respecto a la cantidad maxima de
células (2.8 g/L), con un tiempo de acumulacibn maximo de 24 h en un medio
deficiente en nitrogeno. Mientras que para B. thuringiensis HD-73 tuvo un
comportamiento muy diferente en el tiempo de maximo de acumulaciéon de PHB, el
cual fue a las 12 h. Sin embargo, la cantidad acumulada de PHB fue de 1.2 + 0.4 g/L

muy similar a lo reportado por los autores en B. thuringiensis IAM 12077.

La formacion de proteina CrylAC de 133 kDa comienza a ser visible en SDS-
PAGE, a partir de las 18 horas del cultivo control en fermentador, es decir cuando
hay mas del 50% de esporulacién. La maxima concentraciéon de PHB acumulado fue
de 1.54 mg/mL (Figura 20). Este valor coincide a lo reportado por Navarro et al.,
(2006), donde se concluye que es necesario una acumulaciéon minima de 0.56
mg/mL de PHB para la formacién de proteina Cry. Sin embargo, existe diferencia
entre la maxima concentraciéon de PHB acumulado y la reportada previamente. Esta
diferencia se puede deber al tipo de medio de cultivo, Navarro et al. (2006), utilizaron
un medio enriquecido de nutrientes (medio a base de glucosa, harina de soya,
extracto de levadura, soélidos de cocimiento de maiz y sales minerales), mientras en

este trabajo se utilizé un medio mas definido (medio de Gerry Rowe; Rowe, 1990).
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Figura 17. Cinética de crecimiento, consumo de glucosa y formacion de PHB de B. thuringiensis HD-
73 en condiciones normarles en fermentador. Los datos son expresados como el promedio de las
observaciones + su desviacion estandar con n=3.
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Figura 18. Gel electroforético del 8% (SDS-PAGE), donde se observa la proteina Cry en diferentes
tiempos de la cinética de B. thuringiensis var. HD-73 en fermentador). En la parte superior se indican
las horas en las cuales se midi6 la proteina Cry de 133.3 kDa. Tincién azul de Comassie.

8.3.1 Fermentaciones adicionando proteasa K

La Figura 21 muestra el consumo de glucosa y la produccién de PHB para el
cultivo control en fermentador adicionando PK en el tiempo critico (4 h), teniendo una
produccién méaxima de PHB de 1.39 + 0.12 mg/mL. En general el PHB se detecta
horas después del inicio de la fermentacion, durante la fase de crecimiento
exponencial (4 h), llega a un maximo en la fase de transicion (10 h) y se mantiene
casi constante hasta las 24 h. Se observa que el punto maximo de PHB acumulado
ocurre 4 horas antes del tiempo en el que se detectan las primeras esporas, sin

disminuir durante la fase de esporulacion.

56



PP e
ON D

0.
0.6

PHB (mg/mL)
o
~

L OO
o oOoN

Bacilos (g/L) Esporas (E08/mL) Glucosa (g/L)

COOOORRREE
ONPMOODONDMOO P N W N U1ONDNO ®

Universidad del Papaloapan — Doctorado en Biotecnologia

e
e ::
. z
- T, .
Z e :
:_ \l\.\'\._i_:
-_ | | | | | | - | | | | | - é__
i §/ ]
i o -
i— " -j
i Py WD G S § Aé.zi./l l I ! |_'
- o/‘/.\§ -
:: / N ::
3 _ e \i E
-/ e, -
- . * e
(; | é | éll | EIS | é I1IOI1I2I1I4I1I6I1I8I2IOI2I2I2I4

tiempo (h)

Figura 19. Cinética de crecimiento, consumo de glucosa y formaciéon de PHB de B. thuringiensis HD-
73 adicionando PK en fermentador. Los datos son expresados como el promedio de las observaciones
* su desviacion estandar con n=3.
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La Figura 21 muestra la cinética de crecimiento y de formacion de esporas de
la fermentacion adicionando PK. En la cinética de crecimiento se observa un
comportamiento tipico, una fase lag de 2 h, la fase de crecimiento exponencial de las
2 alas 8 h, la fase de transicion de las 8 a las 12 h y la fase de esporulacion de las
14 a las 24 h. La maxima concentracion de bacilos se alcanza a las 12 h de la
fermentacién y después de 4 h se detectan las primeras esporas.

En la figura 22 se muestra la comparacion de las cinéticas obtenidas con y sin
adicion de PK. Se observa que al adicionar proteasa K a las 4 horas de la
fermentacion, la apariciébn de esporas se retrasaron por 3 = 1 h, al igual que se
muestra que el crecimiento maximo de células vegetativas se desfaso
significativamente. EI mismo comportamiento se observd en los cultivos realizados

en matraz (Figura 21).
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Figura 20. Cinéticas de B. thuringiensis sin adicionar (e) y adicionando (A) PK a las cuatro horas en
fermentador. A; produccion de PHB, B; consumo de glucosa, C; produccion de esporas y D; cinética
de crecimiento. Los asteriscos (*) indican diferencia significativa mediante analisis de Varianza con
a=0.05 y n= 3. Los datos son expresados como el promedio de las observaciones + su desviacion
estandar.
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La produccién de PHB méaximo acumulado en la fermentacion control es de
1.2 + 0.2 g/L, el cual no mostrd diferencia estadisticamente significativa durante las
primeras 12 h comparado con la fermentacion donde se adicion6 PK, sin embargo el
PHB en la fermentacion con PK se mantiene con una acumulacion casi constante
hasta las 24 h, a diferencia con la fermentacion control donde el PHB disminuye
después de las 12 h de la fermentacion hasta llegar a 0.38 + 0.2 g/L a las 24 h. Este
fendbmeno pudo suceder por el retardo de la aparicion de esporas o puede estar

relacionado al descontrol de la esporulacion.

En la fermentacion control al igual que Benoit et al. (1990), se observo el
maximo de PHB al final de la fase exponencial y antes del inicio de la esporulacion,
posteriormente el PHB disminuye. Por otra parte Martinez, (1994) midié6 PHB, lactato
y acetato, observé que el PHB se acumula durante la fase de transicién y se
consume durante la fase de esporulacion. Benoit, (1990) y Navarro et al., (2006)
reportan que el PHB es una fuente de energia para el proceso de esporulacion, ya
que, de acuerdo sus resultados el intermediario que mas se produce es el PHB,
acetato, lactato, piruvato y acetoina. Este fenomeno puede explicar el retardo en la
aparicion de esporas y podria estar relacionado con la probable inhibicién de
péptidos de sefializacién celular, como lo es el NprX y la proteasa neutra NpRA por

la adicion de la proteasa K.

8.4 Analisis bioinformatico del péptido sefial

Se realiz6é un andlisis bioinformatico para predecir sitios de corte y detectar al
péptido sefal/péptido no sefial de la proteina madura NprX, Gnica de Bacillus

thuringiensis var HD-73.

En la Figura 23 la linea roja (C-score) indica la sefal del sitio mas probable de
corte de todo el péptido maduro (NprX), el pico mas alto muestra la posicion que
corta y libera el primer residuo. La linea verde (S-score) es la posicion del péptido

sefal en todo el péptido maduro NprX y reconoce la posicion de la proteina sin el
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péptido sefal, es decir, el péptido sefal termina donde disminuye la linea color verde
que esla posicién 32 de NprX. La linea azul (Y-score) es la combinacién de la media
de la linea C-score y la pendiente de S-score, y se obtiene una mejor prediccion del
sitio de corte, es decir el valor o pico mas alto, resalta con mayor precision la

posicion del sitio de corte.

La prediccion del péptido de sefializacion secretado al exterior de la célula es
a partir del aminoéacido de la posicion 25 de acuerdo a los criterios de Markov, el cual
corresponde a una Serina (S), dando como resultado al SKPDIVG como el probable
péptido responsable de la sefializacién en B. thuringiensis var kurstaki HD-73 (Figura

23).

SignalP-HH prediction f(gram+ networksli Sequence
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Figura 21. Diagrama de prediccion del sitio de corte més probable del péptido de sefializacion
excretado de acuerdo al modelo de Markov. C score (----) indica el sitio mas probable de corte, S
score (----) sefiala el péptido sefal exportado y Y score (----) indica el promedio de la combinacion del
sitio de corte y el péptido exportado.

La alineacion de la region secretada de NprR-NpRX se realiz6 mediante
ClustalW con el software BioEdit version 7.2.5 (Hall, 1999). Para identificar el
heptapéptido de sefalizacion putativo, se considero la secuencia SKPDT identificada
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por Pothathil y Lazzazzera (2003), usando las secuencias peptidicas de NprR de
acuerdo a Perchat et al. (2011) comparandolas con todas las cepas reportadas de B.
thuringiensis (Figura 24). La alineacion se realiz6 con la finalidad de asegurar que la
secuencia del heptapéptido de B. thuringiensis HD-73 fuera igual a los reportados por
Pothathil y Lazzazzera (2003) o perteneciera a una de las siete clases reportadas por
Perchat et al. (2011).

Bt407 MEE-——-MVEGVLAFILTLTVAGCGGIHQYSSEPDIVGLOAETVECVH
BEtEGSC4Ln MEE——MVEGRLAFIVTLTVAGGIHQY SSEPDIVGCELZETVOOTINS
BtATCC10792 MEE-——MVEGVLAFILTLTVAGGIHQYSSEPDIVGLORETVECQVH
BtT03a001 MEE-——MVEGVLAFILTLTVAGGIHQYSSEPDIVGLOAERETVECVH

BtBESCc4BAal MEE--MVEGRLAFIVILTVAGCGIHQYSSRPDIVGOERRTVOOINS
BEtTO1001 MER-——MVEGVLAFILTLTVAGGIHQYSSEPDIVGLOAETVEQVH
BEti4gl MER——MVEGVLAEFIVILTVAGGIHQYSSEPDIVGLOARETVEQVHS
Bti1407 MER——MVEGVLAFIVILTVAGGIHQYSSEPDIVLLOARETVEDVHS
Bt4nz MEE-——MVEGVLAFILTLTVAGGIHQYSSEPDIVLOOLRETVESVEH
Bt8741 MER-——MVECGVLAF ILTLTVAGGIHGYSSRPDIVGLOARTVELGVEH
Et4D11 MER-——ITIGALATVAVL-VVLEP-QYAWNTSDIYGQGCEEVVELINS

BtEGSC 4BD1 MEE——IIIGALALWVAVL-VVLEP-QYRWTSDIYGLGEEWVVELINS
BtBEGSCc4nanTl MEEGEVHNYISHEPDIYGLHSLEEGSIRYSHN-PDIYGEFHESEEERVINY

BtT13001 MEE——FIVGTEVIMSIARZIVILDI-QYAWEPDVLGQERRTVEQINS
BtBGSC4CcC]l MEE-—VMF-LCMVIGVVELTCEVECYSSREDVLTCGTCIVETIES
BEtT04001 MEE——IIIGELALVAVL-VVLEP-Q¥RWTSDIYGLGERVVELINS
BEtT04001 MEE——IIIGRLALVAVL-VVLEP-QY¥AWTSDIYGLGERVVELINS
BEtBGSC4Yl MEE——LIZGTFVVMAIZZVVLDI-CYAWEPDTLGCEARTVCCINS
BtATCC35646 MEE-——MVEGVLAFIVILTVAGGIHCYSSEPDIVGOCARTVECVNS
EtAH MEE——LIAZGTEVVMAIZAVVLDI-CYAWEPDTLGCEZARTVCCINS
BtIBL200 MEE——IIVGTEVIMSIZZIVLDI-QY¥AWEFDVLGGEZRTVEGINS
BEt9S7-27 MEE-—VIF-LGMVIGVVEFLTGFVEQYSSREDVLTLGTCIVETIES
BEtEME171 MEE-——MVEGVLAFILTLTVACGVHOYSSEPDIVGQCARTVECVN

MEE——MVEGVLAFILTLTVAGGIHGYSSEPFDIVGLCARTVECQVN
BEt-771 MEER-—IIIGALALVAVL-VVLEP-QYAWTSDIYGLGEEVVELINS
secuencia [~ —————————————————————-— SEPDIVE—————————— —

Figura 22. Alineamiento de péptidos NprX de B. thuringiensis. ClustaW de todas las secuencias
reportadas en NCBI de B. thuringiensis. A la izquierda se encuentra el nombre de la cepa. El color azul
indica las regiones conservadas y los colores morado, verde, rojo, gris y amarillo indican las regiones
repetitivas. Los nimeros gendémicos de las cepas se encuentran en el anexo 4.

Los resultados mostraron que la secuencia del péptido maduro NprX de B.
thuringiensis HD-73 es idéntica a las reportadas en Bt 407, Bt ATCC 10792, Bt
T03a001, Bt 4a2, Bt 8741 y Bt BMB171.
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8.5 Estandarizacion de la técnica de qPCR para la cuantificacion de

la transcripcion de los genes nprR-nprX, spoOA, nprAy crylAC

Los andlisis de gqPCR se realizaron con la finalidad de conocer los tiempos
exactos de la expresibn maxima de algunos genes de interés implicados en el
quérum-sensing de B. thuringiensis. En la figura 25 se encuentran los resultados de
la calidad de los ARN’s extraidos y purificados, donde se puede observar la
integridad de las dos bandas de ARN ribosomal que indican que no estan
degradados. Se llevo a cabo una prueba preliminar de PCR en tiempo real usando el
ADNCc a diferentes diluciones (1:0, 1:1, 1:5 y 1:10) con dH.O DEPC, para obtener la
mejor curva de unidades relativas de fluorescencia (RFU). La PCR se realizé usando
los oligos 16S rANF, los cuales se usaron como control interno para la cuantificacion
de la expresion. La dilucion 1:10 obtuvo un CT de 16.5 + 0.2, siendo esta la mejor
dilucion, debido a que mostraba RFU altos en comparacion con las otras diluciones
(Figura 26). Gao et al., (2011) usaron muestras diluidas hasta 1:1000, sugiriendo

tomar la mayor diluciéon que tenga RFU similares a la muestra control (sin diluir).
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Figura 23. Gel de ARN de agarosa al 1% en condiciones desnaturalizantes. A; ARN de la
fermentacion control y B; ARN de la fermentacion con PK. En la parte superior de las bandas se
muestra la hora en la que se tom@ la muestra de la fermentacion, a la cual se extrajo el ARN total.

Figura 24. Curva de RFU de diferentes diluciones de ADNc usando el par de oilgos 16S rANF.
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Al igual que el gen 16S ARNr, se realizaron gradientes de temperatura de
alineamiento (Ta) de 50 a 63 °C para los oligos usados para la amplificacion de los
transcritos nprA, nprRB, spoOA y cry , teniendo como mejor resultado la temperatura
de 60 °C, ya que no formaba dimeros o heterodimeros que afectaran la

cuantificacién de los transcritos.

8.6 Cuantificacion de la transcripcion de los genes nprR-nprX,

spoOA, nprAy crylAc.

La figura 27 muestra los resultados de las cinéticas realizadas en fermentador
para la transcripcion de los genes nprX, nprA, spoOA y crylAC en B. thuringiensis
adicionando proteasa K y sin adicionarla. Para la fermentacion control (sin adicionar
PK) y donde se adicion6 PK, se observa que durante la fase exponencial sélo se
tiene transcripcion de los genes nprR-nprX y spoOA. La expresion de los genes nprA

y crylAC se inici6 en la fase de esporulacion para ambas fermentaciones.

La expresion maxima del gen nprX para el cultivo control fue a las 8 horas,
esto representa la expresion nprX/16S normalizada de 1.0 y se usd como el valor
relativo para los demdas datos. Mientras que en el cultivo donde se adicion6 PK la
expresion relativa maxima fue de 0.6 £ 0.1 a las 10 horas, siendo 0.49 veces
significativa menor que en el control. Es decir, que en ambos cultivos la méaxima
expresion relativa del nprxX/16S se tiene durante la etapa de transicion. Aceves et al.
(2007), encontraron que el péptido NprRB (NprX) empieza a producirse en la fase de
transicion. Sin embargo al adicionar PK se retrasa 2 h el inicio de la transcripcion de
nprX, asi como también, se reduce la expresion relativa hasta 0.4 + 0.1. Es evidente
gue la PK esta afectando la transcripcion del nprX. Esto probablemente se debe a
qgue la PK esta hidrolizando sefiales o factores transcripcionales extracelulares

implicadas en la formacion de nprX.
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Figura 25. Cinética de la expresion de genes nprX, nprA, spoOA y cry de B. thuringiensis (e)
adicionando y (A) sin adicionar proteasa K en fermentador. Los asteriscos (*) indican diferencia
significativa mediante analisis de varianza con a=0.05 y n= 3. La expresion relativa se normalizé con el
gen 16S igual a 1. Los datos son expresados como el promedio de las observaciones + su desviacion
estandar.
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En cuanto al gen spoOA su expresion maxima para el cultivo control fue a las 14
horas, esto representa la expresion relativa spoOA /16S normalizada de 1.0. Mientras
gue en el cultivo donde se adicion6 PK la expresion relativa maxima fue de 0.6 a las
20 horas. Es decir, que en ambos cultivos la méaxima expresion relativa de del spoOA
/16S se tiene durante la etapa de esporulacion. Al igual que para el nprX, la adicion
de proteasa K esta afectando la transcripcion del spoOA. Molle et al. (2003),
reportaron que SpoOA-P es el principal regulador para el inicio de la esporulacién, de
tal forma, el retraso de la expresibn de spoOA se puede asociar con nuestros
resultados bioquimicos y microbiologicos donde se observé la aparicién tardia de

esporas en la fermentacion con proteasa K.

La expresion maxima del nprA para el cultivo control fue a las 14 horas, esto
representa la expresion relativa nprA /16S normalizada de 1.0. Mientras que en el
cultivo donde se adicion6 PK la expresion relativa maxima fue de 5.8 + 0.5 a las 16
horas. Es decir, que en ambos cultivos la maxima expresion relativa del nprA /16S se
tiene al mismo tiempo en que se detectan las primeras esporas. Donovan et al.
(1997), reportaron que NprA se detect6 en el proceso de formacion de esporas en B.
thuringiensis por métodos electroforéticos. La adicibn de proteasa K incrementa
sustancialmente la expresion del gen nprA. Probablemente esto se deba a la
hidrolisis de la NprA por la proteasa K, de tal manera que la célula al no detectar
NprA en su exterior se ve forzada a transcribir una mayor cantidad de nprA,
provocando el aumento en la expresion. Cabe mencionar que previamente se ha
reportado que la NprA puede ser hidrolizada por proteasas que no son propias de B.
thuringiensis como la proteasa K, la cual hdroliza reconociendo sitios especificos de

diferentes proteinas (Petotchenco et al., 2012).

La expresion maxima del gen crylAc para el cultivo control fue a las 16 horas,
esto representa la expresion relativa crylAc /16S normalizada de 1.0. Mientras que
en el cultivo donde se adiciond PK la expresion relativa maxima a las 20 h con la
misma expresion relativa de 1.0. Es decir, que en ambos cultivos la maxima

expresion relativa del crylAc /16S se tiene durante la fase de esporulacién. La
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trascripcion maxima de crylAc se obtiene al mismo tiempo que la expresion maxima
de spoOA en la fermentacion control. Esto coincide con lo reportado por Yang et al.
(2012), quienes aseguran que el gen crylAC es dependiente de spoOA. Sin
embargo, en la fermentacion con PK la expresion méxima relativa del gen crylAC
fue 4 h antes que la del gen spoOA, donde se tiene un comportamiento diferente a la

fermentacion control y con lo reportado por Yang et al. (2012).

La Figura 28 muestra el gel de la cinética completa de proteina Cry para el
cultivo en fermentador con adicion de PK. Como se puede observar en la figura no se
obtuvieron bandas de proteina de peso similar a CrylAC (133 kDa) durante todo el
cultivo. Esto implica que posiblemente la PK hidroliza la proteina Cry formada por B.
thurinsiensis. Previamente se ha reportado el uso de la proteasa K para hidrolizar
una proteina Cry. Mizuki et al. (2000), usaron la proteasa K para hidrolizar una

proteina Cry de 81 kDa, obteniendo fragmentos de proteina de 66, 58, 56 y 44 kDa.
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Figura 26. Gel electroforético del 8% (SDS-PAGE), donde se observa el efecto de la adicion de PK en
diferentes tiempos de la cinética de B. thuringiensis var. HD-73 en fermentador. En la parte superior se
indican las horas en las cuales se midi6 la proteina Cry de 133.3 kDa. Tincién azul de Comassie.
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9. Conclusiones

La proteasa K tiene un efecto significativo en el retraso de la aparicion de
esporas y el aumento en la cantidad de bacilos, debido a que afecta la transcripcion
de los genes nprR-nprX, spoOA, nprA y crylAc responsables de la comunicacion
celular en B. thuringiensis. De igual forma la proteasa K regula negativamente la
transcripcion del gen nprX y aumenta los genes nprA y spoOA en la fase de
transicion. Es posible que la proteasa K regule negativamente algunas sefiales

fundamentales para la produccién y/o acumulacién de proteina Cry.
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10.- RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar cinéticas de crecimiento, usando cepas mutantes de
Bacillus thuringiensis, donde se eliminen los genes spo0OA, phbsintasa y nprA, para
poder relacionar con mas precisibn su comportamiento sobre la produccién de

esporas y proteina Cry.

Seria de gran aporte poder realizar un analisis protedmico diferencial entre la
fermentacidn control y con PK, para cuantificar la proteasa NpRA y observar de una

mejor forma el efecto de la PK sobre la sintesis de NpRA.
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esp

kDa
nM
nprA
nprkR
nprkRB
PCR
PK
PM
Spo0A

tc

Xmax

umax

ML

12. NOMENCLATURA

Biomasa.

concentracion de esporas [E08/mL]

glucosa.

kilo Daltones

nano molar

gen que codifica a una proteasa neutra A

gen que codifica a un factor transcripcional NprR
gen que codifica a un péptido transcripcional NprRB
reaccion en cadena de la polimerasa

proteasa K.

peso molecular [g mol?]

gen que codifica a un factor de esporulacion SpoOA
tiempo critico (h)

numero de células durante la fermentacion [célula mL]
Maximo crecimiento alcanzado (g L)

velocidad méaxima especifica de crecimiento (ht)
microlitros

constante para determinar la fase lag. (h?)
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13.- ANEXOS

Anexo 1. PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ARN ZR-Fungal/Bactrial RNA

Microprep Zymo Research

Resuspender el pellet en 800 uL de buffer de lisis de ARN, y transferirlo a un tubo de
Lysis ZR Bashing bead™.

1.
2.
3.

Poner con seguridad el tubo en un vortex a velocidad maxima por 1-2 min.
Centrifugar el tubo ZR Bashing Bead Lysis buffer a =12 000 x G por 1 min.
Transferir 400 pl del sobrenadante a un columna Zymo-spin Il C dentro de un
de un tubo de recoleccion de 1.5 mL y centrifugar a 8000 x G por 30
segundos. Guardar el fluido.

Adicionar 320 pL de etanol (95-100%) al fluido en el tubo de recoleccion y
mezclar bien en vortex.

Transferir la mezcla a una columna Zymo-spin | C en un tubo de recoleccion y
centrifugar a 212000 x G por 30 segundos. Descartar el fluido.

Adicionar 400 pL de buffer RNA prep a la columna. Centrifugar = 12000 x G
por 1 min. Descortar el fluido y reemplazar la columna Zymo spin | C al tubo
de coleccion.

Adicionar 800 pL de buffer de lavado de ARN a la columna vy centrifugar a
12000 x G por 30 segundos. Descartar el fluido y volver la columna al tubo de
recoleccion. Repetir el lavado con 400 uL de buffer de lavado ARN.
Centrifugar la columna Zymo spin | C a 12000 x G por 2 min en el tubo de
recoleccion para asegurarse que se remueva completamente el buffer de
lavado.

Quitar cuidadosamente la columna Zymo spin | C del tubo de recoleccién y
colocarlo dentro de un tubo libre de DNAsa y RNAsa. Adicionar 6 = uL de
agua desionizada libore de DNAsa y RNAsa directamente al centro de la
columna y esperar 1 min.

10.Centrifugar a 10000 x G por 30 segundos. EI ARN puede ser usado

inmediatamente o almacenado <-70 °C.

Nota: Es mejor adicionar 10 uL de agua desionizada libre de DNAsa y RNAsa.
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Anexo 2. Digestion con DNAsa libre de RNAsa (#EN0521 1000 U).

1.- En un tubo libre de ARNasa colocar:

ARN 1 ug
Buffer de reaccion 10X con MgCI2 1puL
DNasa I, libre de RNasa (#EN0521) 1 pL (1U)
Agua tratada con DEPC (#R0601) alopuL

2.- Incubar a 37 °C por 30 min.
3.- Adicionar 1 uL 50 mM EDTA e incubar a 65 °C por 10 min.

4.- Usar el producto como templeado para la transcriptasa reversa o almacenar en
congelacion a -70 °C para su posterior uso.

Nota: No usar mas de 1 U de DNasa | por cada 1 pug de ARN.

Anexo 3. Geles en condiciones desnaturalizantes con formaldehido en buffer
MOPS.

1.- preparar el buffer MOPS: 0.4 M MOPS (pH 7.0), 0.1 M de acetato de sodio, 0.01
M de EDTA (pH 8.0).

2.- preparar geles de agarosa de la siguiente forma:

e mezclar 1 gr de agarosa en polvo en 72 mL de agua desionizada;
e disolver la agarosa y adicionar 10 mL de buffer MOPS 10X y mezclar;
e cuando la solucion se enfrie a 60 °C, se afiaden 18 mL de formaldehido (37%)
en una campana de extraccion y mezclar.
3.- poner el gel en una cadmara de electroforesis con buffer MOPS 1X.

4.- calentar las muestras de ARN y marcador de peso molecular a 70 °C por 10 min y enfriar
rapidamente sobre hielo por 3 min.

5.- cargar 10 L de la muestra en el gel.

Nota: No se requiere bromuro de etidio para tefiir el gel, el colorante 2X RNA es suficiente
para visualizarlo bajo luz UV.
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Anexo 4. Numeros gendmicos de las cepas de B. thuringiensis usadas en el alineamiento de péptidos NprX.

Nombre de la cepa NprX Abreviacién Numero de acceso
Bacillus thuringiensis strain 407 MKKMVFGVLAFILTLTVAGGIHQYSSKPDIVGQQAKTVEQVNL Bt407 ACMZ01000019.1
thuringiensis serovar MKKMVFGALAFIVTLTVAGGIHQYSSKPDIVGQEAKTVQQINS BtBGSC4A ACNG01000020.1
andalousiensis BGSC 4AW1

thuringiensis serovar berliner MKKMVFGVLAFILTLTVAGGIHQYSSKPDIVGQQAKTVEQVNL BtATCC10792 | NZ_ACNF01000019.1
ATCC 10792

Bacillus thuringiensis serovar MKKMVFGVLAFILTLTVAGGIHQYSSKPDIVGQQAKTVEQVNL BtT03a001 NZ_ACND01000019.1
kurstaki str. T03a001

Bacillus thuringiensis serovar MKKMVFGALAFIVTLTVAGGIHQYSSKPDIVGQEAKTVQQINS BtBGSC4BAl1 | NZ_ACNHO01000016.1
pondicheriensis BGSC 4BA1l

Bacillus thuringiensis serovar MKKMVFGVLAFILTLTVAGGIHQYSSKPDIVGQQAKTVEQVNL BtT01001 NZ_ACNA01000020.1
thuringiensis str. T01001

Bacillus thuringiensis serovar MKKMVFGVLAFIVTLTVAGGIHQYSSKPDIVGQQAKTVEQVNS | Bti4Q1 JN637469

israelensis 4Q1

Bacillus thuringiensis serovar MKKMVFGVLAFIVTLTVAGGIHQYSSKPDIVGQQAKTVEQVNS | Bti4Q7 JN637470

israelensis 4Q7

Bacillus thuringiensis serovar MKKMVFGVLAFILTLTVAGGIHQYSSKPDIVGQQAKTVEQVNL Bt4A2 JN637471
thuringiensis 4A2

Bacillus thuringiensis serovar MKKMVFGVLAFILTLTVAGGIHQYSSKPDIVGQQAKTVEQVNL Bt8741 JN637473
thuringiensis 8741

Bacillus thuringiensis serovar MKKHIGALALVAVLVVLEPQYAWTSDIYGQGEKVVELINS Bt4D11 JN637468

kurstaki 4D11

Bacillus thuringiensis serovar MKKIIGALALVAVLVVLEPQYAWTSDIYGQGEKVVELINS BtBGSC NZ_ACNI01000018.1
huazhongensis BGSC 4BD1 4BD1

Bacillus thuringiensis serovar MKEGSVNYSNPDIYGLNSLKEGSIKYSNPDIYGFNFSEEKVINY | BtBGSC4AJ1 | NZ_ACNE01000016.1
monterrey BGSC 4AJ1

Bacillus thuringiensis serovar MKKFIVGTFVIMSIAAIVLDIQYAWKPDVLGQEAKTVEQINS BtT13001 NZ_ACNC01000023.1
pakistani str. T13001

Bacillus thuringiensis serovar MKKVMFLGMVIGVVFLTQFVEQYSSRPDVLTQGTQIVETIES BtBGSC4CC1 | NZ_ACNJ01000017.1
pulsiensis BGSC 4CC1

Bacillus thuringiensis serovar MKKIIGALALVAVLVVLEPQYAWTSDIYGQGEKVVELINS BtT04001 NZ_ACNB01000029.1
sotto str. T04001

Bacillus thuringiensis serovar MKKLIAGTFVVMAIAAVVLDIQYAWKPDTLGQEAKTVQQINS BtBGSC4Y1 NZ_ACMY01000020.1
tochigiensis BGSC 4Y1

Bacillus thuringiensis serovar MKKMVFGVLAFIVTLTVAGGIHQYSSKPDIVGQQAKTVEQVNS | BtATCC35646 | CM000759.1
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israelensis ATCC 35646

Bacillus thuringiensis str. Al MKKLIAGTFVVMAIAAVVLDIQYAWKPDTLGQEAKTVQQINS BtAH NC_008600.1

Hakam

Bacillus thuringiensis IBL 200 MKKIVGTFVIMSIAAIVLDIQYAWKPDVLGQEAKTVEQINS BtIBL200 EEM98033.1

Bacillus thuringiensis serovar MKKVIFLGMVIGVVFLTQFVEQYSSRPDVLTQGTQIVETIES Bt97-27 AAQ77235.1

konkukian str. 97-27

Bacillus thuringiensis BMB171 MKKMVFGVLA FILTLTVAGG VHQYSSKPDI VGQQAKTVEQ BtBMB171 ADH05341.1
VNL

Bacillus thuringiensis HD-73 MKKMVFGVLAFILTLTVAGGIHQYSSKPDIVGQQAKTVEQVNL BtHD-73

Bacillus thuringiensis HD-771 MKKINGALALVAVLVVLEPQYAWTSDIYGQGEKVVELINS Bt-771 CP003752.1
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