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S-layer de Bacillus sphaericus: caracterizacion, regulacion, analisis

funcional y aplicaciones.

Las cepas de Bacillus sphaericus 2362 (cepa de referencia), C7 y Cl1 (nuevos
aislamientos) todas pertenecientes al grupo IIA, son entomopatégenas contra larvas de
mosquitos. Ademads de las envolturas habituales de bacterias Gram positivas, estas cepas
estdn recubiertas de una capa externa de una estructura proteica cristalina: la capa S o
Surface layer (S-layer) que estaria asociada un polimero secundario de pared (SWCP).
En las 3 cepas se observa que la proteina S-layer tiene un PM de aproximadamente 125
kDa y que es reconocida por el mismo anticuerpo.

Tratamientos con LiCl, que remueven la S-layer sin afectar la viabilidad, permitieron
observar que en esa condicion estas células (carentes de S-layer) crecen mas lentamente
que las células con S-layer y que en medios hipersalinos solo crecen al recuperar S-layer.
El andlisis por western blot con un anticuerpo anti S-layer de la cepa 2362, mostré que
en las células tratadas la sintesis de S-layer se inicid6 muy temprano durante el
crecimiento bacteriano. Las modificaciones en tamafo, concentracion, ubicacion
(fijadas a membrana, asociada a esporas, o libres en el sobrenadante) en funcién de las
etapas de su crecimiento y de las condiciones de estrés hiperosmoético (altas
concentraciones de NaCl), nos indican posibles modificaciones postraduccionales,
siendo la glicosilacion la més frecuentemente reportada. Los resultados de agregacion
de cultivos y tincién con azul de bromo-timol fueron contradictorios respecto a la
presencia de glicosilaciéon cuando se comprarn con los de tinciéon empleando un kit
comercial que distingue proteinas glicosiladas. Se discuten distintas posibilidades: O-
glicosilacién no enzimética, desprendimiento de la S-layer con el SWCP.

Por otro lado se exploraron dos funciones importantes que estas proteinas aportarian a la
bacteria: bioabsorcion de metales y actividad mosquitocida.

Distintas especies de Bacillus han sido involucradas en la asociaciéon con metales como
bioadsorbentes, pero hasta el momento no hay un claro entendimiento de las
propiedades quelantes. Con ese objetivo, se analiz6 la capacidad de bioadsorcién de
cobre en cultivos y esporas de bacterias Gram positivas de especies que producen o no
S-layer. Sélo aquellas cepas provistas de S-layer, como Bacillus sphaericus y B.
thuringiensis, mostraron una bioadsorcidon significativa tanto en cultivos como en

esporas. Esta capacidad (cercana al 50%) se retuvo luego de un proceso de
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calentamiento suave de los cultivos, indicando que elementos estructurales de la
envoltura son los responsables de esta propiedad. Las S-layer purificadas de dos cepas
de Bacillus sphaericus mantuvieron la capacidad de bioadsorber cobre mostrando que la
propiedad estd directamente asociada a ellas. Se determinaron los pardmetros de
bioadsorcién para la cepa B. sphaericus 2362 que responden al modelo de Langmuir.
Tanto la afinidad como la capacidad de bioadsorcion fueron comparables con otros
bioadsorbentes de origen bacteriano. Se observé un efecto competitivo de Ca** y Zn**,
aunque no de Cd™, lo que indicaria que esta proteina podria retener otros metales
ademds de cobre lo que explicaria su persistencia en ambientes contaminados. La
utilizacién del anticuerpo anti-S-layer permitié determinar que la S-layer permanece
adherida a la espora y que sélo las esporas sin lavados intensivos (que eliminan la S-
layer) captan eficientemente el cobre. Por primera vez se mostré una correlacion directa
entre el contenido de S-layer y la capacidad de bioadsorcion. Esta capacidad estéd ligada
a la retencion de las S-layer adheridas a las células y esporas de Bacillus.

Algunas cepas de Bacillus sphaericus son toxicas para larvas de mosquitos, y sus
propiedades insecticidas se deben principalmente a la inclusion cristal que se produce
durante la esporulacién. Se inspeccioné la actividad insecticida de las S-layer de las
cepas 2362 y C7. Se encontrd que las S-layer per se muestran actividad contra larvas de
Culex. En experimentos con preparaciones de espora-cristal toxicas en conjunto con la
S-layer, se observo un efecto sinérgico aportado por esta proteina. La S-layer de la cepa
C7 en particular aumenta el rango de huésped hacia mosquitos del género Aedes para
los cuales B. sphaercius no es eficiente. Los anélisis in silico de la estructura de la S-
layer muestran un motivo con actividad hemolitica que fue confirmado por
experimentos realizados in vitro. Esta actividad explicaria los resultados de toxicidad de

las S-layer.

Palabras clave: Bacillus sphaericus, S-layer, biorremediacion, estrés,

actividad insecticida
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Bacillus sphaericus strains 2362 (reference strain), C7 and C11 (new isolated strains),
all of them belonging to the homology group IIA, are entomopathogenic against
mosquito larvae. In addition to the usual envelopes of Gram positive bacteria, this
strains are covered by an external layer with a crystalline protein structure: the S-layer
or surface layer. This layer could possibly be associated to a secondary wall polymer
(SWCP). In the 3 strains the S-layer protein has a molecular weight of approximately
125 kDa recognized by the same antibody.

Treatments with LiCl, that removed the S-layer without affecting their viability, allowed
to observe that in this condition these cells (without S-layer) grow slower than those
with S-layer. In hypersaline mediums they only grow when they restore the S-layer. The
western blot analysis using the anti S-layer antibody against strain 2362, showed that
treated cells recover S-layer synthesis early during the start of bacterial growth The
modifications in size, concentration, location (fixed to membrane, associated with
spores, or free in the supernatant) are related to the growing stages and stress conditions
(high NaCl concentrations) indicating possible posttranslational modifications, being
the glycosylation the most frequent. The cultures segregation and staining with bromo-
thymol blue results are in contradiction with those obtained with commercial kit
staining that distinguishes glycosylated proteins. Different possibilities are discussed as
non enzymatic O-glycosylation and S-layer detachment with the SWCP.

On the other hand, two important functions of this protein as metal biosorption and
mosquitocidal activity have been explored.

Various Bacillus species have been implicated as biosorbents of metals, but so far there
is no clear understanding of the chelating properties. To that end, we examined the
ability of copper biosorption in cultures and spores of Gram positive species with and
without S-layer. Only those strains provided with S-layer as Bacillus sphaericus and B.
thuringiensis, showed a significant biosorption both in cultures and spores. This
capacity (about 50%) was retained after a mild heating of cultures, indicating that
structural elements of the envelope are responsible for this property. The S-layer
extracted from two strains of Bacillus sphaericus maintained the ability to bioadsorb
copper showing that the property is directly associated with this protein. Biosorption
parameters were determined for S-layer of strain B. sphaericus 2362 and showed to
respond to the Langmuir model. Both the affinity and biosorption capacity were
comparable with other bacterial biosorbents. A competitive effect of Ca** and Zn**, but

not of Cd**, was also observed, indicating that other cations may be biosorbed by this
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protein, which would explain the persistence of this bacterium in polluted environments.
The use of anti-S-layer antibody allowed to determine that the S-layer remains attached
to spores and that only those not submitted to intensive washing (which eliminate the S-
layer), efficiently capture copper. This was the first time that a direct correlation
between the content of S-layer and the capacity of biosorption was shown. This capacity

is linked to the retention of S-layer proteins attached to Bacillus spores and cells.

Some Bacillus sphaericus strains are toxic to mosquito larvae, and their insecticidal
properties are mainly due to crystal inclusions produced during sporulation. The
insecticidal activity of the S-layer of strains 2362 and C7 was inspected. It was found
that the S-layer per se showed activity against Culex larvae. In experiments with toxic
spore-crystal preparations in conjunction with the S-layer, we observed a synergic effect
provided by this protein. In particular, the S-layer of strain C7 increased the host range
to Aedes mosquitoes for which B. sphaercius is not efficient. In silico analysis of the
structure of the S-layer show a domain with possible hemolytic activity which was
confirmed by in vitro experiments. This activity would explain the results of S-layer

toxicity and increased host range.

Keywords: Bacillus sphaericus, S-layer, bioremediation, stress,

insecticidal activity.
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Bacillus sphaericus

Bacillus sphaericus es una especie que histéricamente se incluyd dentro del género
Bacillus, perteneciendo al grupo de bacterias Gram positivas de bajo contenido en G+C.
Producen esporas esféricas, no crecen en anaerobiosis y en general dan negativas las
mayorias de las pruebas bioquimicas de fermentacién de azicares que se utilizan para
identificacién de grupos bacterianos (Baumann et al, 1991; Porter et al., 1993). Sin
embargo, estudios de hibridizacion ADN-ADN mostraron que la especie es muy
heterogénea, por lo cual ha sido susceptible de reclasificaciones. En principio se las
dividi6 en 5 grupos (I a V, el grupo II esta a su vez dividido en IIA y IIB) (Krych et al,
1980; Rippere et al, 1997).

Algunas cepas poseen la particularidad de ser entomopatogénicas y se encuentran
esencialmente dentro del grupo de homologia II. Este presenta un 57 a 66% de
homologia al grupo IIB en la cual estd la cepa tipo de la especie B. fusiformis que no
posee cepas toxicas (Krych et al, 1980; Rippere et al, 1997).

La clasificacién previamente descripta fue confirmada por otros métodos demostrando
la heterogeneidad de la especie y la imposibilidad de poder determinar a priori el nivel
de toxicidad de una cepa. En este aspecto se han realizado estudios de tipificacién por
sensibilidad a distintos bacteriéfagos (Yousten, 1984a), tipificacién serolégica
utilizando antigenos flagelares (de Barjac et al, 1985), estudios nutricionales y andlisis
numéricos de los mismos (Alexander y Priest, 1990), andlisis de la composicion de
acidos grasos (Frachon er al., 1991) y andlisis por amplificaciéon azarosa de ADN
polimérfico (RAPDs) (Woodburn et al, 1995).

Nakamura y colaboradores (2000) han realizado un andlisis filogenético de las cepas
que se encuentran agrupadas como organismos semejantes a B. sphaericus, utilizando
la secuencia del ARN ribosomal 16S. Como resultado del mismo se ha establecido la
presencia de 7 grupos diferentes dentro de B. sphaericus. Sin embargo la ubicacion de
algunas de las cepas difiere con la de los trabajos de Krych ef al. (1980) y Rippere et al.
(1997).

Recientemente, Ahmed y colaboradores (2007), reevaluaron el status taxonémico del
grupo y propusieron un nuevo género: Lysinibacillus. Se basaron en analisis
filogenético, fenotipico, y de hibridizacion ADN-ADN, pero sopesaron la composicion

aminoacidica del peptidoglicano de la pared celular. Propusieron un nuevo género:
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Lysinibacillus. El nuevo género Lysinibacillus incluye a microorganismos mdaviles,
formadores de endosporas esféricas o elipsoidales, con pruebas bioquimicas catalasa y
oxidasa positivas, con ausencia de producciéon de H,S e indol, no reductoras de nitrato y
test negativo para P-galactosidasa. El principal acido graso celular es iso-Cis. El
peptidoglicano de pared contiene lisina y 4cido aspartico como diagnéstico de
aminodcido, representando un péptidoglicano de tipo A4a (Lys-Asp). Los principales
lipidos polares son difosfatidilglicerol, fosfatidilglicerol y fosfoglicolipidos ninhidrina
positivos. El contenido de G+C es de 35-38%. Hasta la fecha se ha secuenciado el
genoma completo de Bacillus sphaericus o Lysinibacillus sphaericus C3-41 (Hu et al,
2008). Se ha visto que el genoma estd compuesto por un cromosoma de 4.639.821 pares
de bases y un pldsmidos de dos copias de 177.642 pb, que contienen 4.786 y 186
potenciales  secuencias codificantes para proteinas respectivamente. Este
microorganismo es incapaz de metabolizar glucosa, fructosa y varios polisacaridos, y la
principal razén parece ser la falta de enzimas claves en el sistema de transporte de
azucares aunque consta de un sistema PTS para transporte de N-acetylglucosamina, de
las enzimas glicoliticas (Alice et al, 2003) y de CcpA responsable del control de
utilizacién de azucares y represion catabolica (Alice Tesis doctoral 2003). Posee
abundantes enzimas proteoliticas y sistemas de transportes para aminodcidos. Otro
resultado de la secuenciacién llamativo es la abundancia de elementos genéticos

moviles (45 dentro del cromosoma y uno en el pldsmido pBsph).

Envolturas en Bacillus sphaericus

Como toda bacteria Gram positiva, la envoltura de B. sphaericus esta compuesta por
una membrana y una gruesa pared de peptidoglicanos. Posee ademds una envoltura
adicional compuesta por una capa de proteinas formando un enrejado cristalino: la S-
layer. La pared celular de bacterias Gram positivas estd conformada por una gruesa capa
de mureina que contiene iguales cantidades de polisacdridos y péptidos: el
peptidoglicano-PG-(Delcour, 1999). El PG esta constituido por cadenas de glicanos de
la unidad repetitiva disacaridica N-acetilglucosamina y N-acetilmurdmico con enlaces [3
1-4 alternantes. Unido al grupo carboxilo del N-acetilmuramico se encuentra un péptido
corto cuya secuencia es caracteristica taxondmica de especie. Este péptido es

responsable del entrecruzamiento (cross-linking) entre las cadenas polisacaridicas.
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Mediante el entrecruzamiento a través de puentes peptidicos se logra la rigidez
caracteristica de la pared bacteriana. Se han descripto mds de 100 tipos diferentes de PG
a partir de las variantes en cuanto a largo y composicion de las cadenas laterales
peptidicas y a la forma en que estos péptidos cortos se hallan entrecruzados unos con
otros (Schleifer, 1972). Particularmente, en Bacillus sphaericus el PG esta constituido
por una estructura monomérica de glicanos formada por N-acetilglucosamina N-
acetilmurdmico, en unién B-1,4 y unido al murdmico un puente peptidico formado por
L-lisina y D-aspartato (Figura 1).

I
L4

Jutie Figura 1: Estructura del
/ L'L-Ah —eD-Glu-COOH peptidoglicano de pared de
células vegetativas de B.
GleNAc L~Lys-COOH . o
t sphaericus. La parte inferior
/ NH, -D-Asp-CONH, ilustra dos cadenas
, MueNAC entrecrqzadag por umo.n.N -
e L (D-alanil->Disoasparaginil)
Glenac L-Ala —+D-Glu-COOH L-lisina. La parte superior
/ GleNAc L-Lys =+ D-Ala ~=—- contiene el peptide sin
s entrecruzar, que carece de
MurNAc ’ .
’ alanina.
L-Ala — D=Glu-COOH
”mcm I—. L-Lys —*D-Ala —+D-Asp-CONH,
S ---- D-Asp-CONH,

Es de tipo Aa4: entrecruzamiento entre la posicioén 3 y 4 de las subunidades del péptido.
La polimerizacioén del PG involucra la actividad de una glicosiltransferasa, para luego
dar paso al entrecruzamiento de las cadenas peptidicas por medio de la reacciéon de
transpeptidacién. El PG representa el 50% de la pared celular aunque otros polimeros
tales como los acidos teicoicos y lipoteicoicos estdn presentes en la pared celular
(Figura 2). Los 4cidos teicoico y otros polisacaridos de pared se hallan covalentemente
asociados al PG y representan un 20-50% del peso seco de la pared. Estos polisacdridos
son importantes antigenos y receptores de bacteriéfagos. Son largas moléculas
polianiénicas cargadas negativamente importantes en la mantencién de un medio iénico

apropiado (especialmente por la captacion de cationes divalentes).
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S-layer Lipoteicoico Polisacarido neutro Acido teicoico

Peptidoglicano

Membrana

plasmatica

Figura 2: esquema de la pared de bacterias Gram positivas.

Proteinas de Capa S o S-layer

Las S-layers presentes en especies de Archaea y Bacteria (tanto en Gram positivas como
negativas), conforman arreglos monomoleculares cristalinos de una o varias proteinas o
de glicoproteinas que se autoensamblan a una forma multimérica. Estas cubren la
superficie entera de la célula representando hasta el 15% de las proteinas. Son una
estructura comun de la superficie de la célula de algunas especies bacterianas (Sleytr
1997; Sleytr y Beveridge1999; Luckevich y Beveridge 1989; Bowditch er al, 1989) que

provee a la bacteria de una capa adicional (o S-layer).

Oblicua

Figura 3: Esquema de
distintos tipos de entramados
de Capa S. El arreglo regular
muestra simetria oblicua (pl,
p2), cuadrada (p4) o
hexagonal (p3, p6). Las
unidades morfoldgicas se
componen de una, dos, tres,
cuatro o seis subunidades
(reproduccién de Sleytr et al,
2001)

Cuadrada
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La estructura de la S-layer permite establecer en la superficie un entramado o
enrejillado con simetria oblicua (p1, p2), cuadrada (p4) o hexagonal (p3 y p6) (Figura 3).
La simetria hexagonal predomina en Archaea. Dependiendo del tipo de entramado, una
unidad morfolégica consiste en una, dos, cuatro, tres o seis subunidades (glico)
proteicas, que tienen una separacion centro-centro de 2,5 a 35 nm. Esta estructura puede
ser bastante porosa, con poros que ocupan hasta un 70% de la superficie bacteriana. El

tamaio de los poros puede ser idéntico, o formar una capa con dos o mas clases de

poros (Séra y Sleytr 2000).

C g e

e

Figura 4: Ilustracién que muestra las tres tipos de estructuras de envolturas de organismos que contienen
S-layer. A: Estructura de envoltura de bacterias Gram negativas; B: estructura de envoltura de Archaea;
estructura de envoltura de bacterias Gram positivas. PG: peptidoglicano. MP: membrana plasmatica. ME:
membrana externa. SCWP: secondary cell wall polymers. LPS: lipopolisacérido.

Como la S-layer se encuentra tanto en bacterias Gram positivas, negativas como en
arqueas, pueden asociarse a distintos componentes de la envoltura. En Gram positivas y
arqueas se unen a la capa de peptidoglicano o a la pseudomureina, mientras que en
Gram negativas la unién se hace a través de algiin componente de la membrana externa,
como el lipopolisacdrido. En Archaea, la S-layer es el dnico componente de la pared,
asociandose fuertemente a la membrana plasmatica (Engelhardt, 2007) (Figuras 4 y 5).
Para extraer y “despegar”a las S-layers individuales de la superficie se han utilizado
diferentes métodos, la mayoria se relacionan con la ruptura de uniones puente de
hidrégeno (urea o cloruro de guanidina), detergentes a pH acido o por sustitucién de
cationes (Li* o Na*) que reemplacen al Ca**. Esto ha indicado que las subunidades
individuales interactian unas con otras y con el resto de los componentes de la
envoltura a través de fuerzas no covalentes. Las proteinas aisladas de esta forma
mantienen la capacidad para recristalizar en arreglos regulares, tanto en suspension

como en distintas superficies.
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Figura 5: Micrografia electrénica de cortes de seccién de microorganismos que poseen S-layer en su
envoltura. (a) una Arquea (Sulfolobus acidocaldarius); (b) una bacteria Gram-negativa (Aeromonas
salmonicida); (c) una bacteria Gram-positiva bacterium (Bacillus thuringiensis). PG: peptidoglicano. PM:
membrana plasmatica. OM: membrana externa. CW: cell wall. S, S-layer. Escala 5:50 nm. Tomada de
Sleytr y Beveridge, 1999.

La capa S estd compuesta generalmente por una proteina o glicoproteina de un tamafo
aproximado entre 40 y 170 kDa (Sleytr et al 1993, 1999, Avall-Jisskeldinen y Palva
2005) Son proteinas levemente dcidas, con un porcentaje de aminodcidos hidrofébicos
entre 40 al 60%, y pocos aminodcidos azufrados. El pl varia entre 4 y 6, aunque en
lactobacilli y algunas archaea es mayor, entre 8 y 10.

En muchas especies es comtn encontrar mas de un gen codificando para S-layers. En B.
anthracis, han sido caracterizadas dos principales S-layer cuya expresion es excluyente
entre ellas (Mesnage et al, 1997) aunque en esta especie se han descrito una docena de
posibles genes codificando S-layers (Kern y Schneewind, 2008). En Bacillus sphaericus,
Hu y colaboradores en 2008, analizando la secuencia de la cepa C3-41, se encontraron

22 secuencias codificantes para S-layer o proteinas homodlogas a ella.

Quimica y Dominios de proteinas S-layer

Estudios comparativos de genes de S-layer de distintos grupos taxonémicos mostré que
no hay homologia de secuencias entre organismos no relacionados. Las altas
homologias son explicadas desde el punto de vista evolutivo por factores de seleccién
como las condiciones de crecimiento y estrés ambiental. Dentro de la familia
Bacillaceae, en general, hacia el extremo amino terminal hay secuencias con alta

identidad. En algunas cepas, los motivos SLH (S-layer homology domain) estan
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involucrados en la adhesion de las proteinas a polisacaridos (SCWP: secondary cell wall
polymers) que se unen a la capa de peptidoglicano (Sara 2001) mientras que en otras
bacterias la afinidad es directamente por el peptidoglicano. En proteinas S-layer sin
dominios SLH, los extremos amino terminal o carboxi terminal contienen aminoacidos
cargados positivamente, que interactian con SCWP a través de fuerzas electrostéticas o
puente de hidrégeno. Esta interaccion es altamente especifica (Ferner-Ortner et al,
2007). Un dominio SLH contiene uno, dos o tres motivos repetidos de SLH. Cada uno
de estos motivos contiene de 10 a 15 residuos conservados. En la cepa CCM2177 de B.
sphaericus Huber et al (2005) mostraron que la presencie de los 3 motivos SLH, no son
suficientes para explicar la unién al polimero de pared del huespéd.

Se han estudiado las modificaciones post-traduccionales que sufren las S-layer, que
incluyen fosforilaciones y glicosilaciones. La glicosilaciéon de las S-layer es uno de los
casos mas estudiados de glicosilaciéon en proteinas procariotas (Messner et al, 2008).
Aunque es mds frecuente la glicosilacion en bacterias Gram positivas, también se
encontrd glicosilacién en S-layer de especies Gram negativas, como Tannerella
forsythia (Lee et al, 2006). La cadena de glicanos y su unién a la parte proteica es
completamente diferente entre glicoproteinas bacterianas y de arqueas respecto de las
eucariotas. En arqueas las glicoproteinas estdn compuestas por heteropolisacdridos
cortos, que no tienen unidades repetitivas, y la unién a la proteina es tipicamente N-
glicosidica. En cambio en bacterias, las uniones son O-glicosidicas. Las cadenas de
glicanos bacterianos estdn compuestas por homo o heterosacaridos lineales o
ramificados, de 20+50 unidades idénticas repetidas. L.os monosacédridos que conforman
las cadenas incluyen un amplio rango de hexosas neutrales, 6-desoxihexosas vy
aminoazucares. También pueden componerla azicares raros como los tipicos
constituyentes del antigeno O del lipopolisacdrido de bacterias Gram negativas. La
union a la cadena polipeptidica es a través de residuos tirosina, serina y treonina. Los N-
glicanos solamente se han encontrado en arqueas, sin embargo no hay estructuras
antenarias como ocurre en eucariotas (Schiffer y Messner 2004). En la figura 6 se
muestran en un esquema los tres tipos de glicanos unidos a las cadenas polipeptidicas:
una cadena de glicanos con una regién core, una cadena de glicanos y un pseudo core y

la estructura trunca, que solamente presenta el core.
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Figura 6: Representacion esquemadtica de los tres planos de arquitectura de los glicanos en las S-layer.
Tipo I: estructura extendida que comprende una regién core y cadena de glicanos. Tipo II: estructura
extendida simplificada, que comprende un pseudo core y la cadena de glicanos. Tipo III: estructura
truncada, que solamente estd compuesta por la regién core. Las unidades repetitivas se componen de 2 a 6
monosacdridos, y se representan por simbolos abiertos. Los cuadrados sombrados indican el core-
oligosacaridico. Las posibles variaciones en el largo o en la cadena de glicanos se muestran con
cuadrados rallados. Residuos de azicares (cuadrados) y aminodcidos (circulos) que participan en la unién
glicosidica se indican con simbolos llenos.

Genética y Biosintesis

Se requiere una gran cantidad de proteina S-layer para cubrir una superficie bacteriana
con un entramado cerrado durante todos los estadios del crecimiento. A nivel molecular
esto se refleja en un promotor fuerte y un mensajero muy estable. En el contexto de la
regulacion de la biosintesis, se ha observado que algunas bacterias pueden expresar
distintas proteinas S-layer. Esta variacion de sintesis puede otorgar una estrategia frente
a cambios ambientales por expresion de genes diferentes o por recombinacion de
secuencias codificantes parciales (Fouet, 2009; Séra et al, 1996; Jakava-Viljanen et al,
2002). Los genes que codifican para las S-layer deben tener un eficiente sistema de
transcripcion y/o traduccién. Para alcanzar estos altos niveles de expresion, los
diferentes microorganismos que poseen estas proteinas han adoptado varias estrategias.

El rearreglo de las S-layer a una estructura supramolecular es un proceso dindmico, en
las que las unidades se unen de forma espontdnea y regular. A alta velocidad de

crecimiento bacteriano, se ha demostrado que 500 subunidades por segundo deben
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sintetizarse, translocarse a la superficie e incorporarse a la estructura de entramado
preexistente. La diferencia de carga neta en superficie e interacciones especificas entre
la parte interna y externa de la superficie de las S-layers a la capa existente es esencial
para una orientacion correcta (Sleytr et al, 2002).

Pese a la existencia de homologia de secuencia a nivel aminoacidico, la homologia de
genes de S-layer es muy rara. Como las S-layers son las proteinas predominantes en las
células, es comun encontrar que los genes son de alta expresion. Por ejemplo, el
promotor del gen slpA de L. acidophilus es dos veces mas efectivo que el gen que
codifica para la lactato deshidrogenasa, que es uno de los promotores mas fuertes en el
género Lactobacillus. Ademds, en L. acidophilus hay dos promotores y solo uno de
estos promotores (el mds cercano a la regién codificante) es activo en diferentes fases de
crecimiento (Boot et al, 1997).

En L. brevis, hay dos promotores involucrados en la expresion, uno cerca del codén de
inicio que es utilizado en fases exponencial y estacionaria temprana, y otro mas lejano,
utilizado en menor medida. La expresién en B. brevis demostré que necesita de tres
promotores (Sleytr et al, 2001).

En Bacillus anthracis hay dos genes principales que codifican para proteinas S-layer
(sap y eag) ademds de unos 20 posibles genes codificando S-layers (Kern y Schneewind,
2008). El gen cromosémico sap codifica para una proteina de 94 kDa. Se ha descubierto
que luego de realizar una mutante de delecién de este gen, el arreglo cristalino
continuaba formandose. Es decir, que otra proteina de capa S se estaba traduciendo, esta
proteina fue llamada EAl (gen eag). Luego de esta primera observacion, fue
determinado que en superficie ambas proteinas coexistian. Esta tltima proteina estaba
mads débilmente adherida a la pared, era mayoritaria y representaba el principal antigeno
bacteriano de esta especie. En medio rico, B. anthracis sintetiza las dos proteinas (Sap y
EA1). En fase exponencial Sap es expresada y es reemplazada en estacionaria por EAT.
Los genes estan controlados por factores ¢ y por Sap que actia como represor de eag.
Otros dos reguladores AtxA (regulador maestro que activa a eag y reprime a sap)
forman parte de la red regulatoria, y PagR, que es el efector directo que se une a los
promotores sap y eag (Mignot et al, 2004).

Otra estrategia que poseen los microorganismos que poseen S-layer, como Lb.
acidophilus, Campylobacter fetus y Geobacillus stearothermophilus, es la variacion de
la proteina S-layer mediante rearreglos en el ADN bacteriano. Lb. acidophilus tiene

ademads del gen slpA de S-layer que es normalmente expresado, otro gen silenciado de
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una proteina similar a slpA, llamado slpB. Estos genes se encuentran a una distancia de
6 Kpb y en orientacién opuesta uno del otro. Se cree que cuando ocurre una mutacion
que afecta al gen slpA, ocurre un rearreglo en el cromosoma que lleva a la expresion del
gen slpB (Kleanhammer et al, 2008).

La mayoria de las proteinas S-layer son secretadas y posicionadas en la envoltura
celular a través de rutas guiadas por “péptido-sefal”. En Bacillus sphaericus JGA12 y
9602 este péptido es de 31 aa y es clivado entre dos residuos alanina.

El andlisis genémico de Bacillus sphaericus C3-41 mostré que el gen slpC estd incluido
en el genoma cromosomal, compuesto por 3521 pares de bases que codifican para una
proteina de 1176 aminodcidos. La codificacion genética es igual a la de la cepa 2362 (Li

et al, 2009).

Funciones

Teniendo en cuenta que los organismos que poseen S-layer son ubicuos en la biosfera,
se tiene el concepto de que esta proteina debe cumplir un amplio espectro de funciones.
Existen casos en los que bacterias no expuestas a presion de seleccion ambiental pueden
perder su capa S, lo cual indicaria que el gran esfuerzo de biosintesis es s6lo requerido
en habitats naturales. En términos funcionales, forman parte de una estructura de
envoltura compleja y en consecuencia no puede considerarse como una capa aislada.
Ninguno de los aspectos funcionales hallados hasta la fecha puede considerarse como
un atributo de una funcién general que seria importante para la mayoria de los
procariotas (Beveridge et al, 1997; Sleytr et al, 2001). En el caso de existir una funcién
general, se considera que debe haberse modificado en el curso de la evolucién. Se ha
pensado que una capa proteica seria precursor de polimeros de pared mas complejos
como el peptidoglicano o la pseudomureina. Funciones primarias pueden distinguirse de
secundarias, o adquiridas luego del contacto con presidon de seleccion diferente, como
por ejemplo la presencia de organismos superiores en el caso de proteccién contra la
defensa inmune (Engelhardt, 2007). Las funciones especificas reflejan interacciones
ambientales y adaptaciones. La estabilizaciéon mecédnica y osmdtica es un requerimiento
esencial, sobre todo para aquellos microorganismos de ambientes desprotegidos.
Engelhardt (2007) ha explicado en términos tedricos la importancia de las S-layers de
arqueas para mantener la integridad bajo presiéon osmética. Las funciones primordiales

en se han mantenido mds claramente en arqueas, debido a que es el tinico componente
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de pared, por lo cual no es sorprendente que no haya podido lograrse mutantes nulas de
S-layer. Las funciones primordiales, que parecen ser tan claras en arqueas, no lo son
tanto entre bacterias. La presencia del peptidoglicano en la envoltura atenda el
significado evolutivo de la S-layer en la estabilizacion. Pese a no haber experimentos
concluyentes al respecto, Beveridge y colaboradores (1997) describieron a través de
tinciones que en el género Bacillus hay mayor integridad en cepas que portan capa S.
Sin embargo esto se contrarrestaria por un aumento en el espesor del peptidoglicano
(Matias y Beveridge, 2006). La obtencién de un mutante (condicional, por ejemplo
trabajando con ARN de interferencia) de S-layer, permitiria conocer la funcién de modo
mads preciso Por esta razén muchas de las funciones asignadas a las S-layer son ain
hipotéticas y necesitan un cambio en las estrategias experimentales. También surge de
manera obvia que no todas tendrdn la misma funcién (especifica o secundaria), debido
al amplio rango de nichos y de microorganismo en los que se hayan. En la tabla 1 se
indican algunas funciones recopiladas por Sleytr ef al, 2002, Engelhardt 2007 y Prado
Acosta et al, 2008)

Funciones Generales

Funciones Especificas

Determinacién y mantenimiento
la forma celular

Tamiz molecular
Proteccién
Reconocimiento de superficie y

adhesion celular a sustratos

Zona de adhesion para exoenzimas
Patogenicidad y adhesion celular

Exclusién de patégenos

Estabilizacion mecdnica, osmotica
y térmica

Determinacién de la forma y la divisién celular
en archaea que poseen S-layer como Unico componente de pared

Limitan el espacio peripldsmico en bacterias Gram positivas
Previenen la adsorcién no especifica de macromoléculas

Resistencia a fagos y a fagocitosis por predadores

Conforman matrices fisico-quimicamente definidas
Enmascaramiento de cargas netas negativas del peptidoglicano
bacteriano (Bacillaceae)

Rol en la invasién y supervivencia dentro del huésped
Adhesion especifica a moléculas del huésped
Capa protectora frente a respuesta inmune

Actividad hidrolasa en
acidophilus ATCC4356)

cepas prebidticas (Lactobacillus

Resistencia a diferentes tipos de estrés

Tabla 1: Funciones descriptas para las proteinas S-layer.

En Lactobacillus, se ha avanzado en establecer funciones especificas relacionadas a la
caracteristica prebidtica de algunas cepas. En Lb. brevis una de las funciones

adjudicadas a estas proteinas es la de adhesion al organismo hospedador, en especial a
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las células epiteliales del tracto gastro-intestinal humano y a las fibronectinas en la
matriz extra celular (Hynonen et al, 2002); en Lb. crispatus se adhieren al coldgeno que
compone la matriz extracelular sub-intestinal. La ausencia de S-layer anula las
propiedades de autoagregado que tienen algunas bacterias tales como Lb. kefir y Lb.
parakefir, involucradas en la adhesion a células Caco-2 (Golowczyc et al, 2007, 2009).
Este autoagregado es de importancia tanto en los procesos de inhibicién de otros micro-
organismos, de proteccion epitelial, como en los de intercambio genético entre cepas de
Lactobacillus.

Dentro del laboratorio donde se desarrolld esta tesis doctoral, hemos hallado una nueva
funciéon bioldgica que no habia sido descripta previamente para la S-layer de
Lactobacillus acidophilus ATCC4356. Se encontré una capacidad de murein-hidrolasa
sobre la pared celular y células enteras de Salmonella enterica serovar Newport que es
un patégeno intestinal humano. La capacidad de la bacteria para hidrolizar un patégeno
que coloniza su mismo hébitat indica una ventaja competitiva por el mismo nicho. Esta
actividad respaldaria la caracteristica probidtica de la cepa de Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356 (Prado Acosta et al, 2008). También se utilizé a la S-layer como
compuesto sinérgico con el antibiético nisina, esto sirvié para disminuir la
concentracion inhibitoria minima casi un 50 % en organismos patdgenos del tracto
intestinal como Bacillus cereus 'y Staphylococcus aureus (Prado Acosta et al, 2010).

Las bacterias que poseen S-layer forman un espacio peripldsmico, el cual esta

caracterizado por brindar proteccién al citoplasma.

Anclaje de la proteina S-layer a la pared celular

Sumado al peptidoglicano, la pared celular de los Lactobacillus contiene una capa de
polimeros de pared celular secundaria (SCWP), que consiste en dcidos teicoicos,
lipoteicoicos, lipoglicanos, dcidos teicurénicos. (Navarre et al, 1999). Muchas de las S-
layer mencionadas poseen en su extremo N-terminal los motivos llamados homdlogos
en S-layer (SLH motif) los cuales son responsables del anclaje a la pared celular o a la
pared celular secundaria (SCWP) (Mesnage et al, 2000) y en algunos casos
directamente al peptidoglicano. Los ligandos a los cuales la S-layer parece adherirse
incluyen 4cidos teicoicos, lipoteicoicos y polisacaridos neutros; en Lb. acidophilus se

determiné que la porcion N-terminal seria la responsable del anclaje a acidos teicoicos,
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mientras que la C terminal estaria comprometida con la unién a la pared celular y la
interaccion con el peptidoglicano de la bacteria.

En microorganismos Gram negativos la asociacion de las S-layer con la membrana
externa esta mediada por la interaccién de cationes divalentes con los componentes
cargados de los lipopolisacaridos (Gardufio et al, 1992; Walker et al, 1994). Esta
interaccion esta dada por una seccion especifica en la porcién N-terminal de la proteina
y formas particulares del los lipopolisacéridos.

En todos los casos la presencia de S-layer tiene influencia sobres las caracteristicas
fisico-quimicas de las envolturas que se encuentran asociadas a estas. Se ha reportado
que cuando se remueve artificialmente la S-layer, las células se vuelven mas fluidas,
mas flexibles, pierden estabilidad y resistencia al calor, asi como también pierden
resistencia a la presién hidrostitica y presumiblemente se vuelvan mas sensibles a
cualquier tipo de stress ambiental (Engelhardt et al, 2007).

La asociacion de las proteinas S-layer directamente con la membrana citoplasmaética se
da solamente en Archaea, donde las proteinas se agrupan sobre la membrana
directamente. En estos casos las S-layers son el tinico componente de la pared celular.
El estudio de la S-layer SbpA de Bacillus sphaericus CCM 2177 revelé que los tres
motivos SLH no son suficiente para la unién al SCWP piruvilado. La proteina reconoce
el SCWP con estructura —3)-[4,6-O-(1-carboxyethylidene)]-o s-B-D-ManpNAc-(1—4)-
B-D-GlcpNAc (— indica donde se une a la capa rigida de pared). El polimero esta
constituido por ocho a nueve unidades repetidas de disacaridos unidas al esqueleto del
PG. Las bases moleculares que explican la afinidad por el polimero no han sido

elucidadas (Huber et al, 2005).

Bacillus sphaericus y S-layer

Algunas proteinas S-layer de Bacillus sphaericus de cepas no patogénicas fueron
estudiadas hasta la fecha y caracterizadas. Lewis y su grupo en 1987 trabajaron con la
proteina S-layer de Bacillus sphaericus 2362 y P1, ambas cepas patogénicas hacia
insectos, a través de métodos estructurales, bioquimicos y seroldgicos. Los entramados
cristalinos estdn formados por arreglos lineales que se repiten en intervalos de 5 nm.
Este grupo informé que se trata de una glicoproteina de peso molecular que estaria en el
rango de 133 y 155 kDa. A través de mapeo de péptidos y andlisis seroldgico de las S-

layer de distintas cepas patogénicas de B. sphaericus pudieron separarlas agrupdndo en
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ocho grupos distintos. Estos grupos coinciden con los agrupamientos por tipificacién
por fagos y por serotipificacion por antigeno flagelar.

El entramado de la S-layer de Bacillus sphaericus CCM 2177 muestra una simetria
cuadrada compuesta por subunidades idénticas con un peso molecular estimado de 127
kDa. El autoensamblado in vitro depende de la presencia de cationes divalentes (Sleytr
et al, 1994). La S-layer reconoce una SCWP cargada negativamente como sitio de unién
en la capa rigida de la envoltura celular. Esta SCWP estd compuesta por unidades de
disacéridos repetidos de N-acetilglucosamina y N-acetilmanosamina. Cada segundo
residuo de N-acetilmanosamina transporta un ceto-piruvato, lo que provee a la cadena
de una carga negativa (Ilk et al, 1999).

En cuanto a la S-layer de las cepas JG-A12 y NCTC 9602, se ha visto que ambas
conforman una capa S con simetria cuadrada, y su peso molecular es de 127 kDa.
Contienen un péptido seial de 31 aa, responsable de la secreciéon a superficie. El
extremo N-terminal es muy similar entre si, con tres dominios SLH. La parte central de
ambas es altamente homologa tanto entre ellas como a las S-layer de cepas CCM 2177 y
P-1. Sin embargo, la porcién carboxi-terminal es muy diferente. La S-layer de la cepa
JG-A12 comparte homologia con la CCM 2177. Tanto en JG-A12 como en NCTC 9602,
los genes cromosdmicos estian seguidos de elementos de inserciéon que comprenden tres
ORFs, que codificarfan para una probable transposasa, integrasa/recombinasa y una
proteina que contiene un motivo de unién al ADN de tipo hélice-vuelta-hélice y una
copia del gen tipo S-layer sl/A (9602) o slIB (JG-A12). En ambas cepas se hall6 un gen
silente codificado en el plasmido con la misma secuencia de los genes cromosomicos.
La estructura primaria es casi idéntica en ambas cepas. La parte N-terminal comparte
identidad con la S-layer funcional cromosémica. La secuencia C-terminal es muy
distinta, lo que sugiere que los genes evolucionaron por transferencia horizontal de
informacion genética por rearreglos de ADN mediado por elementos méviles (Pollmann

et al, 2005).

Aplicaciones nanobiotecnolégicas

La expresion a nivel de superficie celular de enzimas o epitopes requiere asociarles un
sistema de transporte hacia el exterior celular. Las proteinas S-layers son un excelente

candidato para esos fines. Para ser util en aplicaciones nanobiotecnlogicas, la S-layer
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debe ser capaz de tolerar inserciones o fusiones con otras proteinas o dominios y
continuar seguir reagrupandose. Hasta la fecha, hay dos estrategias para la produccién
de proteinas de fusién S-layer con importancia nanobiotecnoldgica: la expresion
homdloga y la secrecion por células o produccién dentro de un organismo huésped (Ilk
et al, 2011). La mayor ventaja de realizar ingenieria genética sobre S-layer con una
aproximacion nanoestructural es la periodicidad de dominios funcionales en el rango
nanométrico en la superficie del entramado de S-layer y la capacidad de aplicar el
principio ‘S-layer tag’ a casi cualquier dominio funcional. Esto permite una variabilidad
dentro de los grupos funcionales que se unen con la proteina, que co-cristalizan
formando el entramado caracteristico pero ahora como proteina de fusién. Varios
compaieros de fusion se han elegido para construir quimeras de S-layer.

Para generar una matriz universal para unir una amplia gama de moléculas biotiniladas
(como proteinas, alergenos, anticuerpos u oligonucleétidos), se construyeron proteinas
de fusion S-layer-estreptavidina (Hubert et al, 2000).

Se ha trabajado tratando de desarrollar sensores utilizando la proteina S-layer como
sistema de deteccion. En técnicas de SPR (surface plasmon resonance) se prob6 utilizar
quimeras de S-layer como superficie de contacto (Pleschberger et al, 2004).

La incorporacion de péptidos o dominios funcionales bien conocidos en regiones
hidrofilicas de estas proteinas ha sido realizada con éxito por distintos grupos (Fouet et
al, 1999, Mesnage et al, 1999, Vollenkle et al, 2004; Scheppler, 2002). Estas
construcciones permitirian el desarrollo de nuevos tipos de diagndstico o de vacunas.
Debido a sus propiedades intrinsecas como adyuvante y su capacidad para expresar
epitopes, las S-layer son excelentes candidatos para el desarrollo de vacunas,
utilizandolas como carriers. Dominios SLH de estas proteinas son suficientes para
anclar enzimas o péptidos a las superficies celulares sobre la pared de la célula. Los
determinantes expuestos conservan la antigenicidad e incluso la actividad enzimaética.
Utilizando el fragmento C de la toxina del tétanos (ToxC) de Clostridium tetani como
antigeno heter6logo modelo posibilité extender este sistema para propdsitos de
vacunacion. El sistema de expresion valido para propdsitos médicos y veterinarios
permite alta protecciéon (el 85%) después de solamente dos inmunizaciones y la
protecciéon maxima después de tres inmunizaciones lo que es comparable a los
obtenidos con otras bacterias recombinantes vivas que expresan ToxC (Mesnage et al
1999). También el grupo de Mesnage expresé la Levano sacarasa (SacB) de Bacillus

subtilis en la S-layer de B. anthracis (Mesnage et al, 2000)
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Para desarrollo de dispositivos inmovilizados con objetivo de biocatdlisis también la
proteina fue considerada. Las ventajas son su estabilidad y posibilidad de
almacenamiento y su propiedad de ser reutilizada. Las proteinas de fusiéon S-
layer/enzima con las que se consiguid este propdsito fueron proteinas de la familia
Bacillaceae y enzimas de ambientes extremos (extremozimes). La enzima b-1,3-
endoglucanasa LamA de la bacteria extremofilica Pyrococcus furiosus fue fusionada en
el extremo carboxiterminal de la proteina SbpAsz;_jpes de B. sphaericus CCM 2177
(Tschiggerl et al, 2008).

Actualmente se estdn realizando estudios para construir con la proteina biomarcadores
fluorescentes (Kainz et al, 2010). Se disefiaron cuatro proteinas de fusion SgsE de G.
stearothermophilus NRS 2004/3a acarreando tres mutantes distintas de GFP y la
proteina roja fluorescente mRFP1. El grupo de trabajo consiguié construir una proteina
S-layer bifuncional en tandem (ECFP-SgsE-YFP) que podia autoensamblarse en
soporte s6lidos sin perder funcionalidad. Este resultado permite pensar en superficies
bifuncionles para futuras aplicaciones en nanobiotecnologia, como indicadores de pH o
marcadores fluorescentes para sistemas de distribucion de drogas.

S-layers representan un sistema muy versatil de autoensamblado, que puede ser
explotado estructuralmente para construir kits que involucren las principales

biomoléculas.

Actividad Insecticida de Bacillus sphaericus

B. sphaericus como bioinsecticida

El primer aislamiento de una cepa de B. sphaericus con actividad mosquitocida fue
realizado de una larva de mosquito moribunda, sin embargo la actividad era tan baja que
su uso para control de mosquitos no fue considerado (Kellen ef al, 1965). Recién con el
aislamiento de la cepa 1593, con alta actividad contra larvas, es que se consider6 a B.
sphaericus como agente para el control bioldégico de mosquitos que transmiten
enfermedades con alto impacto en humanos y animales (Singer 1973).

B. sphaericus actia contra larvas de los géneros Culex y Anopheles (Singer 1973; de
Barjac et al, 1985; Lacey y Undeen 1986) mientras que B. thuringiensis subesp. israelensis

actua contra los géneros Aedes, Culex, Anopheles y Simulium (Krywienczyk 1978; Lacey
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y Undeen 1984; Lacey y Singer, 1982). Dichos insectos son los vectores responsables de la
transmision de diversas enfermedades como por ejemplo: malaria (Anopheles), fiebre
amarilla (Aedes), filariasis linfatica (Culex, Anopheles y Aedes) y dengue (Aedes) (Porter
1996).

El uso de pesticidas como el diclorodifenilcloroetano (DDT), malathion y otros productos
quimicos, al igual que la utilizacién de barreras fisicas, han sido los métodos de eleccién
para el control de estos mosquitos. Sin embargo los fendmenos de resistencia observados
hacia estos productos quimicos y sus efectos toxicos para el hombre y los animales debido
a su acumulacién en el medio ambiente favorecieron la implementacién de un método de
control bioldgico de estos insectos con un menor impacto ambiental (O.M.S. 1986a, b, c;
Yousten 1984b; Porter et al, 1993). Por estos motivos preparados de B. sphaericus y B.
thuringiensis subesp. israelensis (esporas con cristales toxicos) son utilizados como
bioinsecticidas. En este ultimo microorganismo los componentes activos son cuatro
proteinas Cry (proteinas del Cristal) y dos proteinas citoliticas (las Cyt). Con Bti se han
desarrollado la mayor parte de las formulaciones de control bioldgico (Zhang et al, 2010).
Con estos preparados se presentan otros tipos de dificultades: rango de especificidad muy
acotado, baja persistencia de los mismos en los sitios de diseminacién, problemas de
flotabilidad en medios acudticos (el complejo espora-cristal decanta rdpidamente mientras
que las larvas se alimentan en la superficie) y alta sensibilidad a condiciones de estrés de la
espora-cristal y células vegetativas (por ejemplo: radiaciéon UV). Es por estos motivos que
se hace necesaria la realizacién de diseminaciones periddicas (Davidson et al, 1984; Ohana
et al, 1987; Porter 1996). B. sphaericus, sin embargo, posee la ventaja de mayor
persistencia en aguas poluidas y mayor resistencia a luz UV que B. thuringiensis subesp.
israelensis ademds de poder reciclarse en los cadaveres de las larvas (Porter 1996).
Recientemente la emergencia de resistencia a la toxina cristal de B. sphaericus ha sido
analizada en casos de resistencia seleccionados en condiciones de laboratorio y en
condiciones de campo. El mecanismo de resistencia aparentemente es distinto en ambos
casos: en los casos de resistencia observados en laboratorios es la funcionalidad del
receptor la que estd involucrada debido a la alta presién de seleccién mientras que en los
casos de resistencia en campo el receptor seria funcional. Cuando los tratamientos en
campo son suspendidos esta resistencia declina rdpidamente (Charles et al, 1996).

Varios laboratorios estdn llevando a cabo distintas estrategias para tratar de mejorar las
condiciones para el uso de esta especie como agente bioinsecticida. La utilizacién de

cepas de B. sphaericus que pertenecen a diferentes serotipos y/o poseen secuencias de
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las toxinas del cristal distintas de las cepas comerciales evitaria o disminuiria la
aparicion de resistencia; otra alternativa es la posibilidad de expresar las toxinas Mtx
durante la esporulacién. Con el objetivo de ampliar el rango de accidén contra otras
especies de mosquitos se han clonado e introducido en B. sphaericus los genes de las
toxinas de Bti (Servant et al, 1999). Para evitar los problemas de flotabilidad se han
expresado los genes de las toxinas en cianobacterias, estas bacterias se reproducen en
este habitat natural a diferencia de las esporas que necesitan de larvas ricas en proteinas
para su germinacién y permanencia en el campo. Unos de los primeros trabajos en los
que se reportd el clonado de genes relacionados a la actividad téxica fue el de Tandeau
de Marsac y colaboradores en 1987, que trabajaron clonando un fragmento de 3.6 kb
proveniente de Bacillus sphaericus 1593M en Escherichia coli y B. subtilis y en la
cianobacteria Anacystis nidulans R2. El nivel de toxicidad frente a mosquitos del género
Culex fue el mismo en Escherichia coli que en la cianobacteria.

Los genes que codifican para las toxinas binarias de Bacillus sphaericus 2362 se
clonaron exitosamente en la cianobacteria Synechococcus PCC6301, que puede servir
de alimento para las larvas. La toxicidad alcanzada contra larvas de Culex
quinquefasciatus fue de una CLsg 2,1. 10° células por ml al segundo dia. Sin embargo,
en ausencia de seleccidn, la actividad mosquitocida descendié considerablemente (mas

de diez veces) al cabo de veinte generaciones (Sangthongpitag et al, 1997).

Bioquimica y genética de las toxinas de B. sphaericus.

Durante la esporulacion Bacillus sphaericus produce inclusiones cristalinas conocidas
como las toxinas binarias, que son patogénicas para algunas larvas de mosquitos. De
este modo, se ha utilizado a esta especie bacteriana como un biopesticida para el control
de poblaciones de mosquitos vectores de enfermedades como malaria, filariasis, dengue,
encefalitis, fiebre de Nilo.

La actividad larvicida de B. sphaericus es alta contra larvas de mosquitos de los géneros
Culex y Anopheles y bastante menor o inexistente contra Aedes. A su vez dentro de cada
género la susceptibilidad es variable como también es variable la toxicidad entre los
serotipos en los que estdn divididas las cepas entomopatdgenas (Baumann et al, 1991;

Porter et al, 1993; Charles et al, 1996).
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Las principales toxinas que intervienen en esta funciéon son las proteinas Mitx
(mosquitocidal toxins) y las toxinas binarias (Bin), que forman el cristal. Estas toxinas
difieren tanto en su composicién como en su ubicacién y en el momento en que son
sintetizadas. Las toxinas binarias se producen durante la esporulacién en inclusiones
cristalinas paraesporales en cepas altamente téxicas, mientras que las proteinas Mtx
(Mtx, Mtx2 y Mtx3) son sintetizadas durante la fase vegetativa tanto en cepas con baja

actividad como en cepas con alta actividad larvicida (Priest et al, 1997).

Toxinas del cristal

Las toxinas del cristal (o toxina binaria) estdn compuestas por dos proteinas que son
sintetizadas en cantidades equimolares y ensambladas en una estructura que es visible
en el estadio III del proceso de esporulacién (Baumann and Baumann 1989). Estas
proteinas son designadas como P42 (Bin A) y P51 (Bin B) debido a que el peso
molecular (PM) de las mismas es de 51,4 y 41,9 kiloDaltons (kDa). Los genes que
codifican estas proteinas fueron clonados y secuenciados en distintas cepas altamente
toxicas. Los mismos estan organizados en un operén con una region intergénica de 174-
176 pares de bases (pb) y un terminador de la transcripcién rio abajo del gen Bin A
(Baumann et al, 1988). Un andlisis de la regién promotora no revela ninguna secuencia
similar a los promotores de esporulaciéon presentes en Bacillus subtilis, sin embargo
estudios en B. subtilis y fusiones con lacZ en B. sphaericus demuestran que son
expresados durante el proceso de esporulaciéon (Baumann y Baumann 1989; Ahmed et
al, 1995).

Los genes estdn presentes en todas las cepas altamente toxicas, sin embargo también se
encuentran en cepas moderadamente téxicas (Aquino de Muro et al, 1992). En la cepa
C3-41 se encuentran localizados en un fragmento de 35kb presente en el cromosoma y
en el plasmido junto con genes homdlogos de Mtx2-3 y con caracteristicas de unién a
quitina (Hu ef al, 2008). Las secuencias de aminoéacidos no son similares a ninguna otra
toxina bacteriana, pero entre ellas poseen segmentos con similitud (Baumann et al,
1988).

Ambas proteinas son necesarias en cantidades equimolares para una actividad completa

de esta toxina. Ademads forman polimeros mixtos téxicos (Smith et al, 2005) (Figura 7).
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Mientras que Bin B no tiene actividad larvicida por si sola, Bin A tiene esta actividad
pero la misma es menor que la del cristal completo (Nicolas et al, 1993). La proteina
Bin B es la responsable de la union de la toxina a un receptor altamente especifico de 60
kDa a-glucosidasa (Cpml) en la superficie de las células epiteliales del intestino medio
de la larva mientras que Bin A seria el componente téxico que ejerce su accidén por
mecanismos desconocidos. (Charles et al, 1996; Silva-Filha et al, 1999 ; Darboux et al,

2001).

Figura 7: Fotografia
electrénica de  células
esporuladas de
Lysinibacillus sphaericuss.
Las pequefas inclusiones
negras  sefialadas  por
flechas estdin compuestas
por las proteinas BinA y
BinB. (Imagen de Dr. J.-F.
Charles, desde Berry 2011)
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Luego de su ingestion, el complejo espora-cristal se disuelve en el lumen del estémago
de la larva por la accién combinada de proteasas y el alto pH (Charles, 1987). Ambas
proteinas son procesadas en el ambiente alcalino del intestino a proteinas més estables
de menor PM, asi la Bin A es procesada a un derivado de 39 kDa mientras que Bin B es
procesada a 43kDa (Broadwell y Baumann 1987). Se observan alteraciones en el
intestino medio a los 15 minutos de la ingesta y en general los sintomas de la
intoxicacién difieren entre las distintas especies de mosquitos. En Cx. pipiens se
observan grandes vacuolas y mitocondrias hinchadas, mientras que en Anopheles
stephensi aparecen grandes dreas densas al microscopio electrénico (Charles 1987;
Davidson et al, 1987, Charles et al, 1996).

El principal problema para comprender el mecanismo de accién es la falta de
informacion estructural de ambas proteinas binarias. Estas fueron clonadas en

Escherichia coli, Bacillus subtilis y Bacillus thuringiensis, pero la expresion ocurrié en
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cuerpos de inclusién. Recientemente se ha logrado clonar y expresar la forma soluble y

activa de las toxinas binarias (Srisucharitpanit et al, 2012).

Toxinas Mtx

Hasta el momento se han descripto 4 tipos de toxinas Mtx: Mtx, Mtx2, Mtx3 y Mtx4
con un PM de 100, 31,8 y 35,8 kDa respectivamente (Thanabalu et al, 1991; Thanabalu
and Porter 1996; Liu et al, 1996). Existen dos familias: la de las proteinas Mtx1 y la de
las Mtx2 (incluye a la Mtx2, 3 y 4). Estas proteinas son sintetizadas durante la fase
vegetativa de crecimiento y los respectivos genes han sido detectados y/o secuenciados
de cepas con baja o alta toxicidad. La localizacion de la Mtx1 es en envoltura. Ninguna
de ellas tiene similitud a las toxinas cristal de B. thuringiensis, sin embargo un
fragmento de 27 kDa de Mtx tiene similitud a varias toxinas con actividad ADP-
ribosilantes (Thanabalu et al, 1991), mientras que las proteinas Mtx2 y Mtx3 tienen
similitud a dos toxinas activas contra células de mamiferos como son la e-toxina de
Clostridium perfringens y una citotoxina de Pseudomonas aeruginosa (Thanabalu and
Porter 1996; Liu et al, 1996). La proteina Mtx4 ha sido caracterizada recientemente,
luego de secuenciar la cepa de Bacillus sphaericus C3-41. Aparentemente es un
pseudogen perteneciente a la familia de la Mtx2. Es probable que las Mtx se hayan
originado por duplicacidn de los genes de estas familias (Berry, 2012).

La proteina Mtx1 es tan téxica como la proteina cristal y puede ser procesada en el
intestino por proteasas a derivados de 27 y 70 kDa siendo ambos fragmentos necesarios
para una total actividad de la toxina.

Si bien el mecanismo de accion de las toxinas de C. perfringens y P. aeruginosa no se
conoce, se cree que forman poros en las membranas de las células susceptibles. Es por
ello que se ha postulado un mecanismo de accién similar para las proteinas Mtx2 y
Mtx3 (Thanabalu y Porter 1996; Liu et al, 1996).

Debido a su bajo nivel de expresién y la susceptibilidad a proteasas llamadas
“sphericasas”, Mtxl y Mtx2 no contribuyen a la toxicidad en las formulaciones
utilizadas en los programas de control de plagas (Yang et al, 2007). Sin embargo estas
toxinas ejercen su mecanismo de accion diferente al de las Bin y son activas frente a
Aedes. La principal limitacion es que son degradadas durante el proceso de esporulacién

por las numerosas proteasas presentes en ese momento, lo que condujo al grupo de
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Berry (2007) a intentar expresarla construyendo un recombinante con un promotor de

esporulaciéon de Mtx; sin embargo esta proteina sigue siendo degradada.

Toxinas Cry48 y Cry49

Luego del muy buen desempeiio de formulaciones anti mosquitos en el campo, los
insectos blanco desarrollaron resistencia a las Bin. Existen cepas que se han sobrepuesto
a esta resistencia con la produccién de proteinas del cristal extra durante la esporulacion.
El andlisis de éstas revel6 la presencia de un sistema de toxinas de dos componentes.
(Jones et al, 2007). Uno de los components es la proteina Cry48, que estd relacionada
con las toxinas Cry de B. thuringiensis. La segunda es la proteina Cry49 que es
miembro de la familia de las toxinas Bin. Ninguno de los dos componentes es toxico
per se pero en combinacion ejercen altos niveles de patogenicidad frente a larvas de
Culex, y restringido sélo a este género (Jones et al, 2008). El andlisis de los efectos de
Cry48/Cry49 en Culex mostré cambios morfoldgicos en las células blanco que imitan la
accion sinérgica de las Bin y Cryl1 de B. thuringiensis, tipicos de intoxicacién por Bin
(vacuolizacion citoplasmatica, fragmentacion del reticulo endoplasmatico) y algunos de
la actividad de Cry (aumento del tamafio mitocondrial) (de Melo et al, 2009). Hasta el
momento los roles de cada uno de los componentes no han sido determinados. La
toxicidad es bastante alta, sin embargo estd limitada a la baja produccién de Cry48

(Berry, 2012).

Bacillus y Biorremediacion

Biorremediacion

El consumo de metales y quimicos durante los procesos industriales se ha incrementado
draméticamente en los ultimos afios. El uso industrial de metales con diversos fines
tanto como parte de procesos de extraccion asi como de catélisis, ha generado una gran
cantidad de efluentes acuosos que contienen niveles altos de metales pesados. Estos
metales de potencial toxicidad incluyen cadmio, cromo, cobalto, cobre, hierro,
magnesio, niquel, plata, molibdeno y zinc. Los efluentes industriales contaminados

liberados a plantas de tratamiento de efluentes pueden dejar grandes concentraciones de
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metales en barros activados. Las poblaciones microbianas de ambientes contaminados
contienen microorganismos que se han adaptado a concentraciones toxicas, volviéndose
resistentes a los metales en cuestioén (Kasan er al, 1989).

Algunos de los metales son esenciales y son requeridos por los organismos como
micronutrientes (cobalto, cromo, niquel, hierro, magnesio, etc.), sin embargo otros no
poseen ningun rol en los procesos biolégicos de los organismos, y ademds resultan
téxicos aln en bajas concentraciones (cadmio, mercurio, plomo, etc.). De todas formas
a concentraciones altas, ambos tipos de metales, esenciales y no esenciales se vuelven
téxicos para los organismos. Los recursos naturales asi como los recursos
antropogénicos en ocasiones se hallan contaminados con estos metales, poniendo en
peligro la salud de los organismos. Tanto cadmio como plomo y zinc son liberados al
ambiente (Rathnayake er al, 2009). Los compuestos derivados del cadmio son
importantes contaminantes ambientales que afectan tanto células eucariotas como
procariotas. Las principales fuentes humanas de cadmio son los fertilizantes, el uso de
combustibles fésiles y las industrias del hierro y del acero. El ochenta por ciento de la
industria del cadmio se dedica a la fabricacién de baterias recargables. Las baterias de
niquel-cadmio tienen numerosas aplicaciones hogarefias e industriales. Se obtiene como
un subproducto de la industria del zinc y también se lo emplea para fabricar
componentes electronicos, para proteger de la corrosién a otros metales y para
estabilizar plasticos, ya que absorbe la luz UV que los degrada. Una vez que se libera al
ambiente, se acumula en los seres vivos. Algunos vegetales lo absorben facilmente del
suelo, dando lugar al proceso de bioacumulacion (la incorporacion de algunos de estos
metales dentro de la cadena alimentaria) lo que agrava el problema En reacciones
fisioldgicas cataliticas relevantes, algunas enzimas requieren iones metdlicos como
atomos centrales. Para obtener energia, muchos microorganismos dependen de
compuestos metdlicos que actian como aceptores finales de electrones durante la
respiracién anaerébica y como donantes de electrones en el metabolismo
quimiolitotréfico. Los iones metdlicos a concentraciones altas, en general, perjudican a
las células vivas desplazando potencialmente los iones metdlicos esenciales, dafiando
las membranas celulares, alterando a estructura del ADN, compitiendo con compuestos
no metalicos estructuralmente relacionados en las reacciones celulares y bloqueando
grupos funcionales en las biomoléculas (Mendoza-Cozatl et al, 2005). Sin embargo, los
organismos han desarrollado diversos mecanismos de homeostasis con metales y

estrategias de detoxificacion, que incluyen sistemas de transporte activo, cambios en la
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permeabilidad de la membrana, adsorcién, asociacién intra y extra celular,
biotransformacién y compartimentalizacion (Bruins et al, 2000), en respuesta a la
presion de seleccion proveniente del crecimiento en el ambiente afectado.

Las bacterias juegan un rol importante en la movilidad de los metales, han sido objeto
de numerosos estudios por su participacion en los ciclos biogeoquimicos de los
elementos esenciales para la vida (C, N, P y S), asi como por su capacidad para
transformar compuestos no esenciales, que eventualmente pueden volverse toxicos para
el ambiente. Como consecuencia de su pequefio tamafio, sus actividades metabdlicas
diversas, la alta capacidad de reproduccién y de adquirir o mutar genes, las bacterias son
capaces de interactuar con los iones metdlicos presentes en su ambiente. Su interaccion
con los iones metélicos presenta una gran relevancia en el campo de la biorremediacion.
Se define como biorremediacion a cualquier proceso que utilice microorganismos,
hongos, plantas o las enzimas derivadas de ellos para retornar un medio ambiente

alterado por contaminantes a su condicién natural.

Bacterias y metales

Las interacciones entre las bacterias y los metales pueden ocurrir a nivel extracelular, en
superficie bacteriana o intracelularmente. A nivel extracelular, se ha determinado el
papel de los microorganismos en la movilizacién e inmovilizacién de metales asi como
la secrecion de compuestos orgénicos de bajo peso molecular con alta afinidad por estos
elementos. Las interacciones con la superficie celular varian con el tipo de bacteria, ya
que el metal interactiia con los grupos especificos cargados negativamente en cada uno
de ellos. A nivel intracelular, como consecuencia de la acumulacion del metal ocurren
transformaciones enzimaticas o la sintesis de proteinas especificas. Ademds, existen
bacterias con capacidad de utilizar los metales como fuente de energia.

Las principales interacciones extracelulares entre bacterias y metales son la
movilizacién e inmovilizacién de éstos, la produccion de polimeros extracelulares y la
liberaciéon de sideréforos. Dentro de los procesos de inmovilizacion descriptos se
encuentra la bioadsorcion, que es la propiedad de la biomasa microbiana de inmovilizar
y concentrar metales en soluciones acuosas en su superficie (Lépez et al, 2000).

La alternativa de la utilizacién de microorganismos para la remocion y recuperacion de

metales toxicos provenientes de efluentes industriales puede ser un método econémico y
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efectivo (Leung et al, 2000). La solubilizacién provee una via para la remocién de
metales de suelos, sedimentos y desechos industriales. El proceso de inmovilizacion
permite la transformacion de metales in situ en formas quimicas inertes e insolubles y
resulta practicamente aplicable a la remocion de metales de fases acuosas (Merroun et
al, 2005).

Los componentes de la membrana celular que actian como bioadsorbentes son
polimeros estructurales y extracelulares con un alto contenido de grupos funcionales,
que interactian con los metales atrapdndolos dentro de su estructura. Los polimeros
extracelulares estdn compuestos principalmente por polisacdridos, aunque también
pueden contener proteinas y sus interacciones con los iones metélicos son consecuencia
directa de la presencia de grupos funcionales cargados negativamente en su estructura
(Suarez et al, 2002).

En ecosistemas contaminados se han hallado numerosas especies de Bacillus resistentes
a diversos metales pesados. Se han aislado cepas de B. thuringiensis y de Paenibacillus
sp. tolerantes a cadmio, cobre y zinc, de suelos contaminados (Prado Acosta et al, 2005;
Rathnayake et al, 2009). También se vio adsorciéon de cadmio, plomo y cobre en la
superficie celular de B. subtilis y B. licheniformis, cuya adsorcién se vio modificada por
las variaciones de los iones en solucion (Daughney et al, 1997).

La interaccion inicial entre los microorganismos y los metales ocurre por atraccién
electrostitica entre los iones cargados en solucidon y los grupos funcionales de la
superficie celular bacteriana. En las bacterias Gram positivas, la pared celular constituye
la primera instancia de interaccion con las moléculas presentes en el ambiente. Las
especies Gram positivas presentan una pared celular cargada negativamente,
dependiendo del medio, y contiene cargas positivas pero en menor proporcién. Los
sitios anidnicos los conforman el carboxilato del peptidoglicano y el fosfato del 4cido
teicoico. Los sitios catidnicos son los grupos amonio de la D-alanina (4cido teicoico),
los grupos amino de los azicares (glicanos) y del dcido diaminopimélico (porcién
peptidica del peptidoglicano). Estos grupos son las porciones i6nicas que sirven de
mediadoras entre la pared celular y los iones metélicos. Los cationes necesarios para las
funciones proteicas o la actividad enzimatica deben atravesar la pared celular de las
bacterias Gram-positivas para alcanzar sus sitios de unién cerca de la membrana o en el
citoplasma. El peptidoglicano es el componente que se une con mayor significancia a
los iones metdlicos por los grupos carboxilo, es por esto que las bacterias Gram

positivas tienen mayor capacidad de unir especies metdlicas que las bacterias Gram
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negativas, debido a sus diferencias en la composicién estructural de la superficie celular
(Sudrez et al, 2002).

(Qué factores podrian afectar la adsorciéon? Varios estudios realizados han demostrado
que determinados factores tales como las condiciones de crecimiento, la temperatura, el
pH y la cepa bacteriana, pueden alterar la quimica de la superficie celular y
consecuentemente el fendmeno de adsorcién de metales. Un factor adicional es la
presencia de polimeros extracelulares en la envoltura. Estos modifican la adsorcién en
Bacillus licheniformis (Tourney et al, 2009). Las paredes celulares bacterianas, cargadas
negativamente bajo condiciones de pH &cido, presentan una afinidad alta por iones
metalicos en solucidén. En estas condiciones, la concentracion de sitios aminoacidicos
cargados negativamente es igual a la concentracion de aquellos cargados positivamente,
siendo la carga neta de la superficie celular igual a cero. A medida que se incrementa el
pH mads alld del punto isoeléctrico, los grupos funcionales acidicos de la pared se
desprotonan progresivamente generando una superficie de carga negativa en la pared
celular y consecuentemente un potencial electronegativo en la envoltura celular
(Merroum, et al 2005). En B. subtilis, se ha observado que cambios en el pH del medio,
producen variaciones en la capacidad de adsorcién de cadmio (Boyanov et al, 2003). Se
ha reportado que a bajo pH, mientras que el uranio se une grupos fosfato, el cadmio se

une a grupos carboxilo (Kelly ez al, 2001).

S-layer y metales

Numerosos estudios han examinado la interaccion entre los iones metdlicos y la pared
celular en bacterias Gram positivas, particularmente en aquellas del género Bacillus. Se
han centrado en los sitios carboxilos dentro del peptidoglicano y los grupos fosfato del
acido teicoico y de otros polimeros secundarios. La pared celular puede estar recubierta
por un gran nimero de estructuras de superficie que interactian con iones metalicos
(exopolisacaridos o EPS y S-layer etc.). En el laboratorio, en el que se desarroll6 este
trabajo, se mostré que una cepa de Paenibacillus polymyxa presenta una alta capacidad
de bioadsorcién de cobre gracias a la produccion de una gruesa capa de EPS (Prado
Acosta et al, 2005). Las proteinas S-layer podrian unir selectiva y reversiblemente
grandes cantidades de metales, funcionando probablemente como una barrera frente a la

contaminacion de los metales pesados en el ambiente. Las S-layer constituyen un
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entramado poroso, cubriendo completamente la superficie celular, que podrian
funcionar como un tamiz molecular o una cubierta protectora. Debido a la habilidad de
la las S-layer de auto ensamblarse y reemplazarse continuamente en la superficie celular,
se puede asociar este comportamiento a una funcién protectora contra diversos metales.
Ademads, la saturacion con metales puede dar lugar a la desarreglo del entramado de S-
layer, el cual es reemplazado con la sintesis de nuevos mondmeros.

Se ha descripto la captacién de metales por cepas de Bacillus sp de forma selectiva y
reversible. Bacillus sphaericus JG-A12, aislada de un sitio de minas de uranio, posee
una S-layer que difiere significativamente en su estructura primaria de otras S-layer de
B. sphaericus. Posee seis veces mds fosforo que la S-layer de la cepa de referencia de B.
sphaericus NTC 9602 (Merroum et al, 2005). Esta podria poseer una funcidn protectora
de la célula, previendo que ésta tome metales del ambiente (Fahmy et al, 2006). Se ha
demostrado que esta cepa acumula el uranio en la envoltura celular. La superficie
celular de esta bacteria es capaz de unir uranio asi como otros iones metélicos (cobre,
plomo, aluminio y cadmio). Esta adsorcion como método de inmovilizacién posee una
relevancia significativa para la biorremediacién de aguas contaminadas con uranio. Otro
fendmeno similar se observd en otra cepa de B. sphaericus, cepa JG-7B. En
Pseudomonas fluorescens se encontrd uranio unido en la totalidad de la envoltura
externa de la célula, asociada a peptidoglicanos (Merroum et al, 2005).

Se han reportado otras bacterias Gram positivas, termoéfilas como Geobacillus
stearothermophilus y G. thermocautenulatus, que presentan una tolerancia alta a
cadmio, por adsorcién del ion en la superficie celular (Hetzer et al, 2006). Estas cepas

también poseen S-layer en su envoltura.

Estrés osmotico

Estrés osmoético es el aumento o la disminucién en la fuerza osmética del ambiente de
un organismo; una respuesta a estrés osmotico es el conjunto de procesos adaptativos
activos que suceden en una célula en oposicién al cambio en la osmolaridad.

Al aumentar la concentraciéon osmotica, el agua del interior celular fluird al exterior
hasta que la actividad del agua interior se equipare con la del exterior, esto ocasionara
disminucién de la presion de turgencia y del volumen citoplasmdtico y aumentard la

concentracion intracelular de solutos. A la inversa, en un ambiente hipoténico, el agua
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ingresard a la célula aumentard volumen celular y la presioén de turgencia. Ambos tipos
de variaciones osmdticas resultan perjudiciales para las células vivas. Para sobrevivir,
las bacterias utilizan sistemas de transporte y/o de sintesis de osmoprotectores (0 solutos
compatibles) que permiten mantener la homeostasis por acumulacién en el citoplasma
(por sintesis o ingreso) o por su expulsiéon (liberacién al exterior o degradacion)
dependiendo del efector de estrés osmoético (Csonka et al, 1991) Los solutos
compatibles son compuestos organicos que pueden ser acumulados sin interferir en los
procesos celulares. Ademds de los efectos en el balance osmotico, estos solutos
compatibles también estabilizan macromoléculas (enzimas y 4&cidos nucleicos)
(Poolmann et al, 1998).

Algunos de los solutos compatibles empleados por bacterias se muestran en la Figura 8
y son aminodcidos (prolina, glutamato), derivados de aminodcidos (ectoina,
prolinbetaina), pequefios péptidos (N-acetilglutaminilglutamin-amida), metilaminas
(glicin-betaina, carnitina), ésteres de sulfato, polioles (glicerol), azicares (trehalosa,

sacarosa)

Osmoprotectores
N
N—C—C, H; OH
" on, O ic“,NE coo
¢, HC
L.
. HO O
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Glutamato
o oH o a
A, RN
HO > oH G S R T
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OH H l‘oH R OH o ot
Glicerol Trehalosa Sacarosa

Figura 8: Osmoprotectores de uso mas frecuentes en microorganismos

Las bacterias Gram positivas tienen mayor osmotolerancia. La envoltura bacteriana
constituye la primera barrera en detectar los cambios ambientales y se deberia a su

particular estructura y composicién. En medios hiperosmoticos, los cultivos de B.
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subtilis presentan un fenotipo no esporulante, una extensa filamentaciéon (Ruzal y
Sanchez-Rivas 1994) y sensibilidades muy diferentes hacia la accion de antibiéticos que
actian a nivel de la pared bacteriana o de la membrana (Lopez er al, 1998). La
cardiolipina (CL), el fosfatidilglicerol (PG) y un glicolipido (diglucosildiglicérido),
estan involucrados en los cambios de composicién que se producen a causa del estrés
osmotico (Lopez et al, 1998, 2002, 2006).

A su vez, los cambios de composicion y estructura de las envolturas interfieren en la
presencia y/o actividad de proteinas, como la proteasa PrtP de Lactobacillus (Piuri et al,
2003) la proteina FtsH chaperona de proteina de membrana (de la familia de las AAA
proteasas) (Deuerling et al, 1997) y los sensores de K (Holtmann et al, 2003) o
transportadores de osmoprotectores de glicinbetaina de B. subtilis (OpuA, B, C, D, E)
(Poolman, 2002). Modificaciones post-transcripcionales como  glicosilacion,
fosforilacién, la lipidizacién, y/o dimerizacion, son cambios estructurales importantes
en proteinas de membrana. Algunos de ellos son consecuencia de los cambios de
composicion y estructura de las envolturas, otros son necesarios a la funcion (sistemas
de transducciéon de sefiales, marcacion de proteinas para degradacién, activacion de
transportadores, etc.) (Poolman et al 2004; Poolman 2002)

Tanto la sintesis del peptidoglicano como el entrecruzamiento (cross-linking) entre las
cadenas polisacaridicas requieren de las PBPs (penicillin binding proteins). En nuestro
laboratorio se pude mostrar un rol importante tanto en la estructura como en la
configuracién (Piuri et al 2003, 2005).

En Bacillus subtilis se ha visto que las modificaciones de la pared celular para la
adaptacién osmoética requieren de la actividad hidrolasa de la proteina PBP 4*. Esta
Penicillin Binding Protein codificada por el gen pbpE, seria necesaria para aumentar el
recambio (turn-over) de la pared con la finalidad de remodelarla hacia una estructura
osmocompatible. La endopeptidasa PBP 4* se encuentra notablemente aumentada a
nivel transcripcional y traduccional en alta sal. Estas modificaciones llevarian a
aumentar la permeabilidad de solutos osmocompatibles y la provision de péptidos
(Palomino et al, 2009).

En Lacobacillus casei BL23 se han estudiado las modificaciones a nivel de pared
cuando es crecido en condiciones de hiperosmolaridad (Piuri et al, 2005). Se ha
observado un incremento en la lisis frente a mutanolisina tanto en células enteras como
en paredes purificadas de la condiciéon en alta sal. Se ha visto también una mayor

susceptibilidad a antibidticos con blanco de accién la pared celular. Para estudiar con
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mayor profundidad las alteraciones de la pared celular a un nivel estructural se realizé
un andlisis de muropéptidos del peptidoglicano revelando un menor grado de
entrecruzamiento. Esta disminucién en el entrecruzamiento del peptidoglicano estuvo

acompanada con una disminucién en la expresion de algunas PBPs.

Estrés osmético y S-layer

La relacion entre el estrés osmotico y las proteinas S-layer esta ampliamente descripta
para el genero Archaea, donde la proteina es el inico componente de la pared celular de
las mismas. En las bacterias la presencia del peptidoglicano ayuda a compensar la
diferencia de presiéon entre el medio interno y externo de la célula, esto no ocurre en
Archaeas, en estas el espacio peripldsmico es menos restrictivo que el de las bacterias
debido a la porosidad de las S-layer (Engelhardt y Peters, 1998), y probablemente estas
no estan equipadas para balancear el entorno osmoético con el del citoplasma.

A pesar de esto, la presencia de la S-layer, las cuales se encuentran ancladas a la
membrana lipidica, el anclaje esta dado por interacciones hidrofébicas, las porciones
hidrofébicas de las S-layer en Archaea interactian con las moléculas lipidicas que la
rodean (Peters et al, 1996). La transferencia de estos residuos a un ambiente acuoso,
requiere de energia y esto no ocurrird hasta que la membrana sea destruida (Jensen y
Mouritsen, 2004). Esta caracteristica no solo estabiliza a la proteina en la membrana
sino que también inmoviliza a la misma membrana a la S-layer. Esto genera que en la
membrana se formen subdivisiones debido al anclaje de los residuos hidrofébicos de la
S-layer. Esta subdivisidon en pequefios parches, de la membrana plasmética aumenta la
estabilidad de la envoltura lipidica, cuando se la compara con una estructura sin S-layer
(Engelhardt et al, 2007), lo que confiere una mayor resistencia a los cambios de presion
de agua generados durante el estrés salino. Si bien esto es una gran ayuda en las arqueas,
ningin grupo ha descripto ain la importancia de la proteina S-layer frente al estrés
osmotico en bacterias. También hay evidencias crecientes de bacterias que portan S-
layer que expresan genes alternativos de esta proteina para adaptarse a distintos factores,
como respuesta inmune, cambios drasticos en el ambiente en cepas no patogénicas o
cambios en el huésped en patégenicas.

En la mayoria de los casos, el mecanismo de variacion se basa en rearreglos del ADN

(Boot y Pouwels, 1996; Scholz et al, 2001), que incluye inversiéon de promotores
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localizados entre dos genes de orientacion opuesta, recombinacién de segmentos de
genes de S-layer e inversion de segmentos cromosomales que contienen dos variantes
del gen orientados opuestos que da como resultado la expresién de un gen originalmente
silente (Boot y Pouwels, 1996). En Bacillus stearothermophilus PV72 se reporté un
cambio en el ordenamiento de la estructura cristalina desde hexagonal a un orden
oblicuo por expresion de las proteinas SbsA y SbsB respectivamente en la envoltura por
aumento en la aireacion de un cultivo (Kuen et al, 1997). En Lactobacillus brevis
ATCC 14869 se observé un cambio en la expresion de tres proteinas S-layer en funcién
de la condicién respecto del oxigeno. Uno de los genes, sipC, no se expresa en las
condiciones en las que fue testeado, y se cree silente. Los otros dos son slpB y slpD
cuya expresion se afecta por el estatus de oxigeno en los cultivos. Bajo anaerobiosis,
solamente se expresa la proteina SlpB, mientras que en aerobiosis ambos genes son
transcriptos (Jakava-Viljanen et al, 2002).

En nuestro laboratorio se ha investigado la relacién entre la proteina S-layer de
Lactobacillus acidophilus y el estrés osmotico y estrés dcido. Se observé que las células
provenientes de condiciones de estrés aumentan notablemente la cantidad de S-layer y
el indice de hidrofobicidad de los cultivos. Se estudié la expresion genética por qgPCR
real time (transcripcion) y ensayos de Western blot (traduccién) evidencidndose un
aumento en la expresion tanto a nivel transcipcional como traduccional en células
provenientes de cultivos crecidos en condiciones de estrés salino y 4cido. La S-layer
mostrd ser de gran importancia para la supervivencia de la bacteria en estas condiciones

de estrés (Tesis Doctoral Prado Acosta 2010, Tesis de Licenciatura Paula Ojeda, 2011).
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Objetivos

Objetivo General

Caracterizar la proteina S-layer de Bacillus sphaericus 2362 (entomopatégeno de
mosquitos) y estudiar su regulacion. Profundizar en establecer el rol funcional de la S-
layer estudiando la influencia de la S-layer en las respuestas a estreses ambientales y a
la presencia de metales. Utilizar la S-layer tanto de cepas de Bacillus sphaericus como
de Bacillus thuringiensis var isrealensis (BTI) en procesos de biorremediacion y como
proteina con accidn insecticida, sola o en combinacién. En este tltimo caso se prodria
mejorar las preparaciones destinadas a los programas de control de mosquitos vectores

de enfermedades.
Objetivos Especificos

Las S-layers son estructuras externas de una sola especie de (glico) proteina, con grupos
amino, carboxilo u oxidrilo alineados en la superficie, donde es posible un amplio
espectro de modificaciones quimicas. Se calcula que aproximadamente 5%10°
mondmeros de la proteina S-layers son necesarios cubrir una célula bacilar procariética
haciéndola un excelente candidato para expresar grupos funcionales en alta densidad.

En este contexto, los objetivos planteados para esta tesis fueron los siguientes:

1- Caracterizar la/las proteinas S-layer de Bacillus sphaericus 2362 (cepa de referencia),
cepas C7 y CI11, ambas aisladas en este laboratorio. Observar la presencia de
modificaciones postraduccionales.

2- Estudiar la regulacion de la expresion y las modificaciones que ocurren en la S-layer
de Bacillus sphaericus frente al estrés osmatico u otros estreses a fin de determinar
su funcion.

3- Caracterizar la relacion de la S-layer de Bacillus sphaericus (2362, C7 y C11) con el
efecto insecticida frente a las especies de mosquitos del género Culex y Aedes.

4- Evaluar la utilizacion de cepas de Bacillus sphaericus como agentes de
biorremediacion. Determinar la relacion entre la captaciéon de metales y la presencia

de S-layer.
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Materiales y Métodos
Cepas Utilizadas
» Bacillus sphaericus 2362
» Bacillus sphaericus Clon 7 (C7: aislamiento de una laguna de lagartos de Cuba)
» Bacillus sphaericus Clon 11 (C11: aislamiento de tierra de Cahuita, Costa Rica)
» Bacillus sphaericus 1593
» Bacillus sphaericus Kellen Q
» Bacillus subtilis YB886
» Bacillus subtilis 168
» Bacillus thuringiensis var. israelensis 1884
» Bacillus thuringiensis var. israelensis 1884 Cry-4 (CP1)
» Escherichia coli IM109
» Lactobacillus acidophilus ATCC 4356

Analisis basado en secuencias

Para predecir la esturctura proteica y la funcionalidad de la S-layer y comparer con
posibles proteinas ortélogas se utilizaron los siguientes siguientes sitios de acceso libre.
Links URL:

CDART (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/lexington/lexington.cgi) (Geer et al,
2002)

CDD (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/) Marchler-Bauer et al, 2011)

Clustal-O, Global alignment tool (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo)

EMBOSS Matcher Pairwise Sequence Alignment

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/web/toolform.ebi?tool=emboss _matcher&context

=protein)

I-TASSER 3D structure and function prediction platform
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER)
MEME, Motif discovery tool (http://meme.nbcr.net)

PRODORIC, virtual footprint promoter matches (http://www.prodoric.de)

46



Mariana Allievi

RCSB PDB Protein Comparison Tool and database

(http://www.rcsb.org/pdb/workbench/workbench.do)

SABLE Solvent AccessiBiLitiEs secondary structures prediction

(http://sable.cchmc.org/)

SMART, Simple modular architecture research tool (http:/smart.embl-
heidelberg.de/smart/do _annotation.pl’DOMAIN=CLECT)

Specialized BLAST, Needleman-Wunsch alignment of two protein sequences

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

STRING: functional protein association networks (http://string-
db.org/newstring cgi/show_input_page.pl?Userld=3Teig01ic8x W &sessionld=jQUqii
TvBUG)

Medios de cultivo

LB: Extracto de levadura 5 g/L, Triptona 10 g/L, Cloruro de sodio 5 g/L

LB Amp: LB + 100 mg/ml ampicilina

LB agar: LB + 1,5% Agar

MRS: Peptona de caseina 19 g/L, Extracto de levadura 4 g/L; Extracto de carne 8 g/L,
D(+) Glucosa 20 g/L, Fosfato de Potasio di-bésico 2 g/L, Citrato de di-Amonio 2 g/L,
Tween 80 1g/L, Acetato de sodio 5 g/L, Sulfato de magnesio 0,2 g/L, Sulfato de
manganeso 0,04 g/L.

Medio de esporulacion de Schaeffer: Caldo Nutritivo 8 g/I; MnCl, 10 mM; KCI1 1 g/l;
MgS0.4.7 Hy 1 M; 4garl0g/1. Se ajusté a pH 7,2 con NaOH 1N y se autoclavé 20min a
120° C, después se agreg6 en frio: Cl,Ca 0.5M; FeSO4 10°M

Preparacion de esporas

Para la obtencién de esporas se cultivaron las distintas cepas de Bacillus por 2 6 3 dias a
32° C en medio Schaeffer solido. Las placas fueron levantadas con 1M NaCl, y se
lavaron cuatro veces en agua bidestilada. Se almacenaron a -20° C. Cuando fue

necesario, las esporas se liofilizaron.
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Extraccion de proteinas S-layer

Se evaluaron tres tratamientos de extraccién: hidrocloruro de guanidina 2M pH 2, o
LiCl 6M 6 EDTA 10 mM y 2 condiciones de cultivo (fase exponencial y estacionaria).
Los cultivos fueron en LB (donde mads dificilmente se forman esporas) y se cosecharon
50 ml después de 24hs (estacionaria) y de 6hs de crecimiento que se lavaron una vez
con buffer PBS. Los pellets fueron sometidos a los tratamientos de extraccion
(hidrocloruro de guanidina 2M pH 2, o LiCl 6M 6 EDTA 10 mM) durante 30 minutos
temperatura ambiente con rotacién. Luego se centrifugd y el sobrenadante se dializ
contra agua o contra 10 mM CaCl, a 4°C durante toda la noche. Se centrifugd y el pellet
conteniendo las S-layer se resuspendié en buffer fosfato de sodio 0,1M PMSF 1 mM.
En los casos en los que se prepararon S-layer para ensayos de bioadsorcion, se dializ

contra agua y se resuspendié en agua MiliQ.

Determinacion de la concentracion de proteinas

Se utiliz6 el método de Bradford siguiendo el kit comercial Bio-Rad. Como estdndar se

utilizé albumina cristalina de suero bovino.

SDS PAGE

Con el objeto de separar las proteinas segin su peso molecular, se corrieron las mismas
en un gel SDS-PAGE 7,5% 6 10% en buffer de corrida (Tris base 15 g/I, Glicina 72 g/1,
SDS 5 g/l) con una cuba Mini-Protean® II Electrophoresis Cell (BioRad). Para esto se

confeccioné un gel de 7,5%, afiadiendo:

Concentrador:

Solucién A (30% acrilamida 0,8% bis acrilamida)...... 0.85ml

HoO. o 3.5ml
Solucién C (Tris 0,5 M a pH 6,8 con HCI).................. 0.6

Solucion D (20% SDS)...cuuoniiiiii i 25 ul
APS (1090) . e 25 ul
TEMED . ... S5ul
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Separador:

Solucién A (30% acrilamida 0,8% bis acrilamida)...... 2.5ml

HoO .o 4.9 ml
Solucién B (Tris LS M apH 8,8)...cccvvviiiiiiiiiin.n. 2.5 ml
Solucion D (20% SDS)...cuviniiiiiiiii 50 ul
APS (1090) .« e 50 pl
TEMED. ... 10 pl
Soluciones:

Solucién A: 30% acrilamida + 0,8% bis acrilamida
Solucién B: Tris 1,5 M Ajustar a pH 8,8 con HCI
Solucién C: Tris 0,5 M Ajustar a pH 6,8 con HCI
Solucién D: 20% SDS

La corrida electroforética se realiz6 en camara fria a 120 volts constantes durante una
hora y media en buffer de corrida. Se realiz6 en frio para minimizar la degradacién de

las muestras.

Buffer de corrida:
Tris 0,025 M 25 ml madre 1M (Ajustado a pH 8 con HCI)
Glicina 0,19 M 14.26¢

SDS 0,1% (p/v) 5 ml madre 20%

Agua necesaria para 1 litro

Loading buffer 4X:

Tris HCI 0.2M pH=6.8 IM 0.2ml/ml
Azul de bromofenol 0,15% (p/v) 0.001g/ml

- mercaptoetanol 20% (p/v) [13.3ul/ml]
Glicerol 40% (v/v) 0.46/ml 87%
SDS 8% (p/v) 0.4ml/ml 20%

Coomassie blue
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El gel corrido en condiciones desnaturalizantes se tifidé con solucién de tincién, para
visualizar las proteinas corridas.

Solucion de tincion: Coomassie blue R-250 0,1 % (0.12g en 120ml)

En agua destilada: metanol: Ac. Acético (5: 5: 2) 50 ml H20: 50 ml MeOH: 20 ml
AcOH.

Western blot

El western de las proteinas S-layer o de las esporas se ensayé con anticuerpo policlonal,

perteneciente a Bacillus sphaericus 2362 (Lewis et al, 1987).

Las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF previamente activada con
metanol (porablot PVDF, Macherey-Nagel) en buffer de transferencia (Tris 25 mM,
Glicina 192 mM, Metanol 20% v/v) empleando un transfer ECL-Semi-dry Bloters,
Amersham Biosciences. La electrotransferencia se realizé a 45 mA durante una hora.
Luego de transferir, se lavé la membrana durante 5 minutos con PBS.

A continuacién se bloque6 la membrana con 20 ml de Buffer de Bloqueo. Durante la
noche (O.N.), en heladera, a 4° C. Luego se lavé la membrana 3 veces durante 5
minutos con 20 ml de Buffer de lavado, para eliminar el remanente del buffer de
bloqueo. Se incub6 con 5 ml del anticuerpo anti S-layer (dilucién 1:2000 en Buffer de
Incubacién) durante 90 minutos. Luego se lavé la membrana 5 veces durante 5 minutos
cada vez, con 20 ml de Buffer de lavado. A continuacién se incub6 con 5 ml de
anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa de rabanito (Santa Cruz
Biotechnology) (dilucion 1/1000 en Buffer de Incubacién) durante 60 minutos. Una vez
transcurrido el tiempo de incubacién se lavé la membrana 3 veces durante 5 minutos
cada vez con 20 ml de Buffer de lavado. Posteriormente se detectdé por
quimioluminiscencia utilizando el reactivo ECL (Sigma) en el equipo Fuji Scanner,

observando quimioluminiscencia como resultado de la hibridizacién del anticuerpo con

Buffers utilizados

PBS 10X
0,58 M Na2HPO4 823 ¢
0,17 M NaH2PO4 235 ¢
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0,68 M NaCl 4 gs
Cantidad necesaria de H20 destilada para 100 ml.

Buffer de Lavado
1X PBS 10 ml 10X
0,05 % Tween 20 0,05 ml

Cantidad necesaria de H20 destilada para 100 ml.

Buffer de Bloqueo

1X PBS 10 ml 10X
5% Leche Molico 5¢g

0,05% Tween 20 0,05 ml

Cantidad necesaria de H20 destilada para 100 ml.

Buffer de Incubacion

1X PBS 1 ml 10X
0,5 % BSA 0,05¢g
0,05% Tween 20 0,005 ml

Cantidad necesaria de H20 destilada para 100 ml.

Extraccion de ADN cromosomico de Bacillus:

Se parti6 de un cultivo bacteriano de 2 ml crecido en LB, se cosecharon las células por
centrifugacion durante 5 minutos a 3.500 rpm. Las células obtenidas se resuspendieron
en 0,5 ml de buffer, conteniendo sacarosa 25%, TrisHCl 50mM y EDTA 1mM. Para
provocar la ruptura de la pared celular bacteriana, se agregd Lisozima 1 mg/ml y se
incub6 durante 30 minutos a 37°C. Luego se afiadi6 RNAsa 0,1 mg/ml, proteinasa K
0,2 mg/ml y EDTA 0,1 ml 0,5 M. Se adicion6 Sarkosyl 1% y se incub6 durante la noche
a 50°C. Posteriormente se agregaron 0,6 mL de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
(25:24:1), mezclando bien y luego se centrifugd a méxima velocidad. De la solucién
resultante se tomo la fase acuosa (superior) y se agregaron 400 ul de cloroformo-alcohol
isoamilico (24:1). Se mezcl6 bien y se centrifugd a maxima velocidad. La fase acuosa

obtenida se extrajo con cloroformo-alcohol isoamilico, a fin de precipitar el ADN. Se
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repitio este paso, quedandose con la fase acuosa. Luego se agregaron 50 ul de Acetato
de sodio 3M a pH 6,3 y 2 volumenes de etanol. Se mezclo por inversion y se extrajo el

ADN enrollandolo en una varilla de vidrio.

Extraccion de ADN plasmidico de Bacillus sphaericus

Se lavaron las células de 2 ml de cultivo en LB con el antibidtico correspondiente en
solucion fisioldgica. Luego se depleté de proteina S-layer con LiCl 6M durante 15 min
en rotacion. Luego se centrifugé a 14000 rpm y se obtuvieron de ese modo células
desprovistas de S-layer. Se resuspendié el pellet en 0,2 ml de buffer Tris Cl 25 mM, pH
8,0; EDTA 10 mM; 2mM Sacarosa; RNasa A 100 ug/ml. Se agregaron 0,2 ml de buffer
NaOH 200 mM; SDS 1%. Se mezcl6 por inversion y se incubd a temperatura ambiente
durante 5 minutos. Se agregaron 0,2 ml de buffer Acetato de potasio 3.0 M, pH 35,5 frio,
y luego de mezclar por inversion, se incub6 en hielo durante 5 minutos. Se centrifugé a
14000 rpm en microcentrifuga durante 20 minutos y el sobrenadante se pasé a un tubo
limpio. Para precipitar, se adicionaron 0,9 ml de etanol absoluto y se dej6 una hora a -
20 °C. Se volvio a centrifugar durante 20 minutos. Se descart6 el sobrenadante y se dej6

secar, para luego resuspenderlo en 0,02 ml de agua deionizada.

Preparacion de muestras para identificacion MALDI-TOF

Para el envio de las muestras a ser analizadas, se tuvo los recaudos necesarios para
minimizar las contaminaciones de las muestras con keratina humana, por lo cual se
trabajé con guantes sin talco todo el tiempo durante la preparacion del gel, la tincion y
cortado de bandas y se prepararon soluciones especialmente para espectrometria de
masa (MS).

Se realizé una corrida electroforética SDS-PAGE, del mismo modo que lo explicado
anteriormente, pero todas las cubas de corrida y los recipientes y frascos de preparacion
de soluciones fueron lavados y luego enjuagados con metanol.

Para la tincion del gel se utiliz6 el método de revelado por Coomassie Coloidal (G250)

Revelado de gel por Coomassie coloidal (G250):

Se siguid el protocolo que detallo a continuacién:
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1- Se fij6 el gel 3x30 min en la Solucién 1, con agitacién moderada.

2- Se realizaron 3 lavados de 20 min en Solucién 2, con agitacién moderada.

3- Se descart6 la Solucién 2 y se agregd la Solucion 3, agitando 30 min.

4- Se agreg6 al gel 1% del volumen (1 ml) de Solucién 4, dejando de 24 a 72 hs en
agitacion.

5- En caso de mucha tincidn, se removié con agua el fondo.

6- Se recortaron las bandas con hojas de bisturi nuevas.

Solucion 1

Para 150 ml
Etanol 30% 45 ml
Ac. Fosférico 2% (v/v) 3,5 ml
Agua 101 ml
Solucién 2

Para 150 ml
Ac. Fosférico 2% (vIv) 3,5ml
Agua 147 ml
Solucién 3

Para 100 ml
Etanol 18% 18 ml

Ac. Fosférico 2% (v/v) 2,35 ml

Sulfato de amonio 15% (p/v) 15¢g

Agua 68 ml

Se prepara: 50 ml de agua miliQ en vaso de precipitado + 2,35 ml 4dcido fosférico (que
es 85%) + 15 g de sulfato de amonio. Se deja disolver y se lleva a 82 ml en probeta, y se
vuelve al vaso de precipitado y se adiciona 18 ml de etanol absoluto.

Solucion 4

Para 2 ml
Coomassie Blue 0,04¢g
Agua 2 ml

Luego, las bandas a analizar se enviaron al CEQUIBIEM (Centro de Estudios Quimicos

y Bioldgicos por Espectrometria de Masa MALDI TOF).

Deteccion de Glicoproteinas con Timol-Sulfarico

Se siguid el protocolo de Gander (1984)
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Los residuos hexisil, hexuronosil o pentosil reaccionan con H,SO4 formando derivados
furfurales. Estos reaccionan con Timol para dar un cromégeno. La sensibilidad: 50ng de

glucido.

1. Se lavo el gel 2 veces (1 h c/u) con isopropanol:acético:H,O (25:10:65) para fijar
las proteinas.

2. Se incub6 con 0.2% bromo-timol en la misma solucién, (2 h).

3. Se realizé6 una segunda incubacién en H,SOg:etanol absoluto (80:20) a
temperatura ambiente con agitacion, hasta ver desaparicion de opalescencia del gel. Las
zonas con glicoproteina se tifien de rojo sobre fondo rojo mas claro, la coloracién se
mantiene por lh. Luego se opté por lavar con agua el gel, que se decolora, pero se

observan las bandas en amarillo claro.

Tincion con PRO Q® Emerald 300

Se utilizé este kit comercial para detectar bajas concentraciones de glicoproteinas
(detecta hasta 0,5 ng of glicoproteina por banda, dependiendo de la naturaleza y grado
de glicosilacién). Es 50 veces mds sensible que el método PAS (periodic acid—Schiff
base). La deteccion es posible luego de una excitacion a 280-300 nm en un
transiluminador UV. La emisién mdxima es una sefial verde fluorescente a 530 nm.

Luego de realizar un SDS-PAGE se siguieron las instrucciones del fabricante para la

tincion.

Experimento de Autoagregacion

Se siguid el protocolo de Golowczyc et al (2007)

Se realizaron cultivos de Bacillus sphaericus 2362, Bacillus subtilis 168 y Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 y se cosecharon por centrifugacion en fase exponencial tardia.
Se lavaron las células en buffer PBS pH 7,2 y se resuspendieron estandarizadamente a
DOgoo= 1 (1x10° UFC/ml) (en Lb. acidophilus es 2x10° UFC/ml). A una fraccién de
cada una de las especies se les hizo un tratamiento con LiCl 6M para extraerles la capa
S a las células productoras. Posteriormente se realizaron de 3 a 4 lavados con PBS para
eliminar los restos de LiCl. Luego se resuspendieron a DOgpo=1. Se midi6 a tiempos

regulares la densidad 6ptica a 600 nm sin generar disturbios en las suspensiones
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microbianas. Se obtuvieron los pardmetros cinéticos de sedimentacion. El coeficiente de

agregacion (CA) se calculd a tiempo ¢ de acuerdo a Kos et al 2003:

CA;=[1 - (DO/DOy)] x 100

Tratamiento con Tunicamicina

Bacillus sphaericus fue subcultivado en caldo LB con tunicamicina (0; 0,1; 5; 10; 20
pg/ml) a 32° C 24 hs en condiciones aerdbicas. Luego se extrajo la S-layer y se realizé

un SDS-PAGE.

Ensayos de estrés osmoético

Ensayos de Osmorresistencia

Bacillus sphaericus fue crecido en medio liquido LB con concentraciones crecientes de
NacCl (0; 0.3; 0.6y 0.7 M). Luego se incubaron a 32° C con agitacién, y se monitored su

crecimiento por DO a 600nm.

Osmorresitencia y S-layer

Se investigé el rol de de la proteina S-layer de B. sphaericus en el crecimiento de las
células en altas concentraciones de NaCl, para esto se midi6 el crecimiento de las
bacterias con tratamiento de LiCl, que deja a la célula sin S-layer, o sin ningin
tratamiento. Luego de esto se midi6 el crecimiento por densidad 6ptica en medio LB

control o con concentraciones de NaCl 0,5M y 0,7 M.

Expresion de la proteina en estrés osmético

B. sphaericus se crecen en condicion de estrés osmoético agregando NaCl a

concentraciones finales 05 y 0.7 M. Para evaluar cuantitativamente la produccion de S-
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layer en cada condicién de crecimiento, se analizan células enteras liofilizadas y
fraccionadas en alicuotas de igual masa de peso seco, que se siembran previo hervor en
buffer Laemmli 1970 en SDS-PAGE. Las S-layer se revelan en el Western blot con los
antisueros mencionados revelando con un segundo anticuerpo marcado con peroxidasa
de rabanito y sustrato ECL (Sigma) que produce quimioluminiscencia. Las bandas
visualizadas se analizan por densitometria empleando el equipo y software Fuji

LAS1000.

Analisis transcripcional

Extraccion de ARN de Bacillus sphaericus

Debido a la presencia de las proteinas S-layer en la capa externa las células recibieron
un tratamiento previo el cual consistié en resuspender los pellets de 40 ml de cultivo en
CILi 5 M y se los manutuvo en hielo por 15 minutos, luego se centrifugé a 14000 rpm
20 minutos y se repitid el proceso. Luego Se resuspendi6 el pellet en 500 ul de Tris
50mM EDTA 2 mM pH 8, acetato de amonio 0,2 M pH 4 (pH 7 final).

Se agregd 1 vol de fenol: cloroformo 4cido precalentado a 70° C. Se mezcld bien
empleando un “vortex” y se calent6 a la misma temperatura durante 5 min.

Se volvié a mezclar con “vortex” y se dejo a temperatura ambiente durante 2-3 min. Se
centrifugd 15 min a 13000 rpm a 4° C.

Se tom¢ la fase acuosa y se precipité el ARN con 1/10 de volumen de NaCl 5SM y 2
volimenes de etanol. Se mantuvo a -20° C al menos 2 horas.

Luego se agregdé 5 ul de DNAsa (1U/ul) (Promega) y se incub6 30 min a 37° C y se
realizé una nueva extraccion con fenol: cloroformo a temperatura ambiente Se volvié a
tomar la fase acuosa y se precipité el ARN con 1/10 de volumen de NaCl 5M y 2
volimenes de etanol. Se mantuvo a -20° C al menos 2 horas.

Se centrifugd durante 15 min. a 13000 rpm a 4° C, el pellet se lavé con etanol 70% y se
resuspendié en 50 ul de agua DEPC.

La ausencia de ADN en las muestras se corroboré empleando la muestra como
templado en una reaccion de PCR.

Todas las soluciones que se emplearon en el protocolo de extraccion fueron libres de

RNAsa (Ambidn).
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Sintesis ADNc¢

Para la sintesis de ADNCc se utilizaron primers especificos (detallados en la tabla de
oligonucledtidos) y una mezcla de dNTP.

En un tubo eppendorf de 0.2 ml se mezcl6 10 ug de ARN total con 6 pg de la mezcla de
primers, en un volumen final de 15.5 pl. Se incub6 a 90° C durante 10 min., y se enfrié
en hielo durante 2 min.

Para la sintesis del ADNc se utiliz6 la enzima M-MLV Trascriptasa reversa de Promega

durante 1 hora a 42° C y por tltimo 10 min a 92° C.

Real Time PCR

Para el protocolo de PCR en tiempo real (Real time PCR) se realizé la extraccion de
ARN de Bacillus segin lo anteriormente descripto.

Una vez obtenido el ARN en fase exponencial de las bacterias crecidas en diferentes
condiciones, se sintetizd6 el ADNc (ADN copia) con la enzima retro-transcriptasa
reversa, esto se hizo con un primer especifico de los genes que se deseaba cuantificar.
Para realizar la cuantificacion relativa de los niveles de ARNm, se realizé la reaccion de
PCR desde el ADNc con un volumen de 25 ul, en presencia de Sybr Green (Stratagene)
como fluor6foro intercalante y se emplearon primers disefiados especialmente para
utilizar en un ciclador Real Time. Las caracteristicas en el disefio de los primers es tal
que el producto amplificado es de entre 150 a 300 nt desde la secuencia génica y
cercano al inicio de transcripcion del gen y se realiz6 con el software Beacon Designer.
Los primers utilizados fueron:

Primer Forward slyrtl: 5> ATCTGCAATCGTACCTGTAGC’3

Primer Reverse slyrt2: 5 TGGGTTGAAGTTGCCGTTAG’3

Primer Forward 16srtl 5’-GCGAAGGCGGCTGTCTGG-3’

Primer Reverse 16srt2 5’-GGCACTGAAGGGCGGAAACC-3’.

Que amplifican para una regiéon de 136 nt, del gen codificante para la S-layer

(Accession number: M28361) y de 134 nt del gen ARNr 16S respectivamente.

El programa utilizado para la PCR en tiempo real fue el siguiente:
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1 ciclo: 10 min 95° C

40 ciclos: 15 seg 95° C

30 seg 50° C

20 seg 72°C

Lectura

Los célculos iniciales del nimero de copias de ARNm en cada muestra se hicieron en
base al método CT (“cycle threshold”, o ciclo umbral, recopilaciéon por Dr. Margaret
Hunt desde Pfalff 2001). El CT es el numero de ciclos minimos de PCR
(amplificaciones) necesarias para que el producto de la amplificacién sea detectado por
el equipo. Es decir, que a menor valor de CT, mayor es la concentracién de sustrato
original en la muestra con el que se inicia la reaccién. Los valores de CT fueron
normalizados empleando la amplificacién del gen del ARN ribosomal 16S como control
interno (denominado gen house keeping o mantenimiento). Se realizé un andlisis de
disociacion de los productos de PCR para confirmar la especificidad de la reaccion.

El CT de cada muestra fue calculado en el limite fluorescencia (Rn) determinado
automdticamente al utilizar el 5.700 SDS software (PerkinElmer). Para ambos pares de
primers la linealidad de la sefial de fluorescencia de la amplificaciéon fue determinada
por un amplio rango de diluciones seriadas del ADNc de referencia que cubre el rango
de concentraciones en el cual se espera encontrar la muestra. Se encontrd una clara
correlacion entre la cantidad de ADNc y el CT por lo menos por la duracién de 40
ciclos de RT-PCR. La expresion del el gen blanco slp se normalizé contra la expresion
del gen control ARNr 16S. Los resultados se expresan como cantidades relativas (QR)
para comparar entre las distintas muestras. Las UA (unidades arbitrarias) se definen
como los niveles de expresion relativos de las células tratadas (en nuestro caso, crecidas
en alta sal) respecto al de las células control (crecidas en LB). El andlisis de datos
contempla las siguientes ecuaciones que permiten establecer la cantidad relativa (QR)
del gen de interés.

Cr: n ciclos de PCR

ACr. es la diferencia entre el promedio de los valores de Cr de las muestras de interés
(slp) y los valores de Cr de los controles internos (ARNr 16S) (ACr= C1Slp - C1 16S)
AACr. es la diferencia entre los promedios de ACr para el gen de interés entre la
condicién control (células crecidas en LB) y el promedio de los valores Ct de cada
muestra tratada (células crecidas con NaCl) (AACr= ACr slp de células controles - ACy

16S de células crecidas en NaCl)
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QR (cantidad relativa): 2 ~ ANCT

Geles de agarosa

Los geles de agarosa fueron preparados segun las indicaciones de Sambrook et al., 1989.
La concentracion de los geles de agarosa vari6 entre 1% y 1.5 %, segtn el tamafio del
fragmento a analizar. Las electroforesis se realizaron utilizando buffer TAE a 100 V en
cubas de Bio-Rad. Como marcador de peso molecular se utilizé la escalera de 1 kb de
Fermentas. Los geles se tifieron con solucién de bromuro de etidio (0,5 Ag/ml) durante

15 minutos. El ADN se visualizé con un transiluminador de luz UV.

Actividad Insecticida

Los primeros abordajes experimentales se desarrollaron con la colaboracién del
Grupo de Estudio de Mosquitos, del Dpto de Ecologia, Genética y Evolucion, de esta
Facultad, quien provey6 las balsas con los huevos de Aedes aegypti y las larvas de
Culex.

Para ello se trabajo con el siguiente disefio experimental: Se obtuvieron larvas de
mosquitos del género Culex o Aedes aegypti en estadios 11, IIl y IV. En una placa de
Petri conteniendo 20 ml de agua se agregaron 20 larvas de un mismo estadio por
ensayo; a ella se agrega 20-50 ul del agente larvicida para ensayar (esporas-cristal o
proteinas S-layer). Se incubd a temperatura ambiente (28° C) y a las 24 h se realiz6 el
recuento de larvas vivas. Todos los experimentos se realizaron por duplicado y con el
respectivo control sin tratamiento. Se calcul6 tanto el porcentaje de mortalidad como la
LCsp (Concentracion Letal 50: que equivale a la cantidad de la sustancia utilizada como
agente toxico, esporas-cristal o S-layer, necesaria para obtener un 50 % de mortandad

en los organismos utilizados como blanco de la toxina).
Experimentos de hemdlisis en placa

Se prepararon placas de agar sangre 5%. Se sembraron preparaciones de
esporas-cristal, células en fase vegetativa y S-layer purificadas. Se incubaron a 30°C

durante 1, 2, 4, 6 y 16 hs para observar la actividad hemolitica tanto de las enzimas (a
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tiempos cortos) como de las esporas. Se evidencid la presencia actividad hemolitica a
través de la observacion de un halo de degradacion alrededor de la siembra de S-layer y

en las colonias crecidas en el dgar.

Experimentos quimioluminiscentes de hemdlisis cuantitativa (Luminol)

Para hacer un andlisis cuantitativo se ensayé un método indirecto para observar
la actividad hemolitica de las proteinas S-layer. Se tuvo en cuenta que al lisar los
glébulos rojos, se liberan enzimas, entre ellas las peroxidasas. Al estar en solucidn,
quedan libres para catalizar reacciones y ser medidas con algin sustrato cromogénico o
Iuminiscentes. En este caso se utilizé luminol (ECL) como sustrato luminiscente. Se
utilizé placas multiwell de 96 pocillos planos y se coloco en ellos: glébulos rojos 5% en
glicerol 15% como osmoprotector y el efector de lisis (S-layer) en distintas
concentraciones. Se incubd durante una hora y luego se agregd el reactivo ECL y se
midi6 en el equipo G-Box el desarrollo de quimioluminiscencia. Se realizé el control de
lisis espontdnea y se rest6 de la actividad de la S-layer. Para los experimentos de
desplazamiento de la actvidad por agregado de azucares especificos, se agregaron
cantidades crecientes de dichos aziicares teniendo la precaucién de considerar restar

glicerol en el caso de que sean osmoprotectores.

Experimentos de Bioadsorcién de Cu2*

Se utilizé un sistema en lote por células enteras. El fundamento de este método consiste
en la incubacion de las células bacterianas con el metal, hasta que lleguen a un
equilibrio de adsorcion. Al cabo de este tiempo se mide el metal remanente en el
sobrenadante. De esta forma, conociendo la concentracion inicial del metal se puede
determinar la cantidad de metal adsorbida por las células.

Se determiné el peso seco de los cultivos bacterianos y las esporas desde muestras

liofilizadas y se calculd la relacién peso seco/ODggo nm para cada cepa.
Se utilizé CuSO4-5H,0 (Sigma) de grado analitico y se prepararon soluciones madre de
1000 ppm en agua desionizada. Las esporas que se liofilizaron y frizaron fueron luego

pesadas y alicuotadas desde 0,1 a 1 mg para resuspenderse en agua desionizada
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conteniendo las soluciones con el metal (Cu®* a 100 o 200 ppm), en condiciones
optimizadas de pH y temperatura (pH 5 y 25° C). Luego de alcanzar el equilibrio de
adsorcion, se removieron las células o esporas por centrifugacion (20,000 xg). El metal
residual no adsorbido en el sobrenadante se determind por el método del acido
bicinconinico (BCA). El metal bioadsorbido se calcul6 como: (Ci- Cf), donde Ci y Cf
son la concentracion inicial y la concentracion en el equilibrio en la solucién en ppm.

Los resultados siempre representan de tres a cuatro experimentos independientes.

Para los ensayos con células enteras, se realizaron cultivos en LB o MRS en fase
exponencial de crecimiento, se prepar6 una suspension bacteriana en solucion
fisiolégica de peso 0,1 a 1 mg (0,2 a 2 unidades de densidad Optica a 600 nm). Se
realizaron lavados intensivos en agua, para retirar la presencia de cualquier otro i6n. Se
agregé a una serie de tubos eppendorf 0.5 ml de la suspensién celular, junto con
diferentes concentraciones iniciales de Cu®* desde 25 a 200 ppm y se incubd con
agitacion orbital a temperatura ambiente por 17 hs, tiempo suficiente para permitir
llegar al estado de equilibrio. Se determiné la concentracién adsorbida como se hizo con
las esporas. Se realiz6 cada condicién por duplicado. A continuacién se centrifugd
durante 15 minutos a 14.000 rpm y se descartaron las células enteras, conservando el
sobrenadante. Se cuantificé la concentracién del metal remanente en los sobrenadantes,
siendo ésta la no adsorbida por las células. La determinacion de la concentracion de
Cu®* remanente se determiné por el método colorimétrico del 4cido bicinconinico
(BCA). La curva de calibracion se realizé a partir de una solucion patrén de Cu** 1 g/L
(0,015 M, 952,5 ppm). Para la confeccién de la curva se realizaron diluciones para
cubrir concentraciones desde 2 uM hasta 20 uM (0,127 ppm — 1,27 ppm). A cada una de
las muestras (20 ul) se agregaron 480 pl de agua desionizada. Para medir se adicionaron
500 pul de una mezcla 1:1 de N, N-dimetilformamida y 4cido bicinconinico, llegando a
un volumen final de 1 ml. Se incubd durante 15 minutos a 37° C y se midid la
absorbancia a 550nm contra un blanco (0,5 ml de agua y 0,5 ml de la mezcla de ambos

reactivos).

Cuando se trabajé con la S-layer purificada, se utilizaron masas de 0,1 a 1 mg de

proteina.
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Se calcul6 el metal uptake o metal adsorbido como q=V(Cf-Ci)/W, donde V es el
volumen de solucién en el tubo, W la masa del bioadsorbente en gramos (S-layer,
esporas o células enteras) y Ci y Cf la concentracién inicial y en el equilibrio

respectivamente del metal en la solucién en ppm.

Se ensay6 la influencia de otros iones metélicos a distintas concentraciones (25, 50,
100, 150, y 200 ppm) en la biadsorcién de cobre (100 ppm). Para preparar las
soluciones madre de 1000 ppm se utilizaron CdSO,, CaCl, y ZnSO, (Sigma) en agua

desionizada.

Calculo de los Parametros de Isotermas de Bioadsorcion

Los datos de isotermas se ajustaron a la forma lineal de la ecuacién del modelo de
bioadsorcién de Langmuir:

Ct/qmax=(1/qmax)b+Cf/qmax, donde q es la retencion del metal por el bioadsorbente
(mg/g), Cf es la concentracion del metal en el equilibrio en la solucién (ppm), Y b Y Qmax
son constantes empiricas de las isotermas de Langmuir, que representan la afinidad y la

capacidad maxima de retencidn respectivamente.
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Capitulo 1:

S-LAYER DE Bacillus sphaericus 2362:

ANALISIS in silico DE SU
ESTRUCTURA Y PURIFICACION
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S-LAYER DE Bacillus sphaericus 2362: ANALISIS in silico DE SU
ESTRUCTURA Y PURIFICACION

El anélisis estructural de S-layer de varias cepas de B. sphaericus ha sido descripto, sin
embargo la estructura cristalina no ha sido aln establecida. Se sabe poco de su anclaje a
la pared y de las modificaciones de su estructura en funcién de las condiciones
ambientales o funciones. Contamos con la secuencia de varias Slp (“S-layer protein”) lo
que nos permitié efectuar un andlisis in silico de la proteina S-layer de Bacillus
sphaericus 2362 (slpC) a fin de caracterizar su posible estructura y luego de la puesta a
punto de su purificacién, analizar la estructura y sus posibles modificaciones post-
traduccionales asi como las variaciones de la misma frente al estrés (osmotico).

En la siguiente imagen se muestra una fotografia de un cultivo en el cual se distingue la

capa de S-layer rodeando a toda la célula bacilar procariota.

Figura 9: Microscopia de Bacillus sphaericus 2362. Las flechas indican células en las cuales puede
apreciarse la proteina S-layer conformando el entramado caracteristico en su envoltura (Olympus BX51
microscope, 1000X).
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A) Analisis in silico de la secuencia nucleotidica

Analizamos la secuencia nucleotidica codificante para la proteina S-layer (slp) de la

cepa 2362 (M28361).

cttactagaatggtattctactactcattttctagtaactttactaagaaaatttgctttagttttgaattattcgagaaagctataa
tacataaatttaggcaactaattatggtggtactatagttttcgttggaataatatcaatttttaggaatattagggaggaataaatt
aATGgcaaagcaaaacaaaggccgtaagttcttcgcggcatcagcaacagctgcattagttgcatctgcaatcgtacctgtagecatct
gctgcacaattaaacgacttcaacaaaatctctggctacgctaaagaagcagttcaatctttagtagacgctggtgtaatccaagggg
atgctaacggcaacttcaacccacttaaaactatctcacgtgcggaagctgctacaatcttcactaacgctctagaattagaagcaga
aggtgatgtaaacttcaaagacgttaaagctgatgcttggtactacgatgctatcgcagcaactgtagaaaacggaatttttgaaggt
gtaagtgctactgaattcgcaccaaacaaacaattaactcgttctgaagctgctaaaattttagtagatgectttcgaattagagggtg
aaggcgatctaagcgaattcgctgacgcttctactgttaaaccatgggctaaatcttacctagaaatcgcagttgcaaacggegttat
caaaggttctgaagcaaatggtaaaacaaacttaaacccaaatgctccaattactcgccaagacttcgcagttgtattctcacgtact
attgaaaacgtagatgctactccaaaagttgacaaaatcgaagtagttgacgctaaaactttaaacgttactttatctgacggtacta
aagaaactgttactttagaaaaagctttagagcctaacaaagaaacagaagttactttcaaaattaaggatgttgaatacaaagctaa
agttacttatgttgtaactacagctactgcagttaaatctgtatctgcaactaaccttaaagaagtagtagttgaattcgacggtact
gttgataaagaaacagctgaagatgcagctaactacgctttaaaatcaggtaaaacaattaaatctgtatctttagctgctgataata
aaacagctactgttacactaactgataaacttaacaacaacaaagctgatgctattagcatttctaatgtaaaagctggcgataaaga
aatcaatgtgaaaaatgttgaatttacagcagtagataataaaattccagaagttactgaagttaaatctttaggaacaaaagctgta
aaagttacattatctgaacctgttgagaacttaagttctacaaacttcactttagacggaaaagcgtacttcgggaatgttgttatgg
gtgctggtaataaaacagttatcttaacaccttacagctcttctgcactttctgttggcgatcataagcttactgtttctggtgcaaa
agacttcgctggttttgtttcattaaattcaacgcatgaatttaaagttgttgaagataaagaagcaccaacagtaactgaagctact
gcaacacttgaaactgttacattaacattctcagaagatattgacatggatactgtaaaagcttcaaacgtttattggaaatctggag
attctaagaaagaagcatctgaattcgagcgtattgctgataataaatacaaattcgtattcaaaggctctgaaaaaactcttccaac
tggaaaagtagatgtgtacgtagaagacattaaagattactctgataacaaaattgctaaagatacaaaagttactgtaactcctgaa
atcgaccaaactcgtccagaagtaagaaaagtaactgctcttgatgaaaaaactatcaaagttacattctctaaaactgttgatggag
agtctgctataaaaacaggcaactacacagttaaagacaaagacgacaaagtagtttctgttgataaagtaactgttgattcaaaaga
ttctaaatctgtaattattgacctatactcaaaagtaagtgttggtgaaaatacaattacaattaagaatgttaaagatgcaacaaaa
cttaacaatacaatgctagattacactggtaaatttacaagatcagataaagaaggtccagattatgaacatgtaatcaatgctgatg
caaaagctaaaaaagttgttttaaaattcgacaaaaaaatggatgcagcatctttagctgactattcaaactacctagtaaaaatcaa
tgatactttacaaacattatcagaagatgttgctacactttcagtttcaaatgatgctacagtagtaactattacttttgcagagaca
attaaaggtgacgatgttgtatttgcttctggtaaagcaatttctggatctggtaaagtaaatgtaaatgaattacaagttatgggag
taaaagatacttctggtaacgtgcataagaaatttaatggttcagaaaataaaattactttatcatcaacatcaacgccattaaaact
tgctaaaatcgacaaagattatgatgcaaaatacacagcagaattagttgatagaaaaactgtaaaagttaaattctctacagttatt
aactcagcagctgcaaatgcatttacttctgaatcacataaaattgattctattcaagtgaatggtacttcaactgttacagttaaat
tcaaagatgaaattaacacaaacgcttctgatttagatttaaaagttaatttatctaaattagttgatattgcaggaaacgaaagtac
aaataatactccaatcgcaattaaagctggtattaacttattagattctgttgcaccagttgttgtaggagagcctgttgttgataaa
gaaacaattactttcactttctcagaaaacttaactagtgtttctattggagaagttttaagcacagactttactgtaactcgtgtat
ctgataataaagatttagcaattaaagattacagtgttgctatagctaataataaccaagttgttattacacttagtgacaaccgtga
agttgcaactgcttataaagttacagcaaaaaatgctaaattaatcactgatgataatggtgataagaaaaatgcaattgctgatttc
actaaaacaacagctactaaagttgaagcatctggaactttatcacttgatgcagcaaaaacaaatttaaacaatgaaatcactaaag
caaaagatgcaaaagctactggaacagaaggcacagcagcaactaaccaaattgttggatcgaaagatgctctacaagttgctattga
tgtagcagaattagttaaaaatgacacagctgctacattacaacaattaactgatgcaaaaactgatttaactgctgctattacagcec
tacaatgctgctaaagttgaagatatttcatcgttattagttgctccagatttagtattaggtactacagataatggtactattacag
gttttgtagctggtactggtgaaacattaaaagttacttcagactctgcagcaaatgttgaagttactgatccaacaggtttagectgt
aactgctaaagctaaaggtgaagctaacatcttagtgcaagtgttaaaaggcgataaagtaattaaaactggtactgtaaaagttact
gtttctgaataaaactaaatgaaacgttactctataaactgaattattcagtgaatggagtggaaatgaaaaccccatgtcttgceatt
tagcaggaaacatggggttttctttataactaaaacctccaatttgtggattaattcttattattagaagatattaatctacaacage
ctaatccttctgtgtttaatgctttgctgaatcacacaaaagggatgaagtcaggtgaagtcgtacccagtggtaccggggecgeggtt
ctttaaaaggtttctatggttaggcagacgaatccatgtaggcagggtaagcgagtgtacggtgtgaaataaagcataggagctcact
gtatatccagatgcaatgctatagtggcgatcgataaattgactgttaaaccggtcgttcttattcctggatagtggaaacctaagga
aatcaaaataagggatggaagtagtggaacgtttgaagtcttattagaagaggtgtgtcagcaccagtgaggctaataagatggcagce
gggtttgtagtagtgtggatcgctaga

Figura 10: Secuencia nucleotidica slpC de Bacillus sphaericus 2362
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Esta secuencia consta de 4251 pb, con una regién promotora posible que comprende la
region -35 (TAGT del nt 60 al 64) y la sefial -10 (TATAATA nt 84 al 89), el sitio de
unién a ribosomas RBS (GGAGG del nt 164 al 168), a 13 pb de distancia del inicio
esperable de la traduccion teniendo en cuenta la secuencia codificante (CDS) que va del
nt 178 al 3708. Los sitios 3764 al 3806 conforman la regién terminadora con dos
repeticiones invertidas.

Sin embargo el andlisis de secuencia muestra varios sitios promotores alternativos con
sus respectivos ATG de inicio, lo que indicaria que podrian ser utilizados para
transcripcion y sintesis de S-layer en diferentes condiciones. Ademads, segun estos sitios
de inicio diferentes también podrian transcribirse y traducirse pequeios péptidos
funcionales. En uno de los marcos de lectura (+3) se obtiene un péptido de 166

aminodcidos, con homologia de secuencia a una acetilasa.

Promotores

En bacterias, y en particular en las proteinas S-layer, es comun utilizar promotores
alternativos como estrategia para responder a ambientes cambiantes. Por esto utilizamos
el sitio PRODORIC como una herramienta bioinformdtica para predecir sitios de
promotores alternativos al ya conocido para la proteina en fase de crecimiento

vegetativo (Figura 11).

1
81
161
241
321
401
481

TAAAAGTGAT
TACGGGAGTC
AAATGGAACT
AAAAATCTTC
AAGCTTACTA
GAAAGCTATA

TATTAGGGAG

AGGAAAGAGG
TTTAATTTTT
ATATGTTACC
TATATCTAAA
GA GTATT
ATACATAAAT
GAATAAATTA

CGGAATTCGC
GACAATTTAG
AATACAAATG
TTT TCCC
CTACTACTCA
TTAGGCAACT

GCAAAGC

TAAAAAACTC
TAACCATTCC
AGGGTAAAAT
A, CTTGAA
TTTTCTAGTA
AATTATGGTG
AAAACAAAGG

TAGCTATGTT
AGAAAATGCT
TAGTTGGAAG
TTTCGGAAAA
ACTTTACTAA
GTACTATAGT
CCGTAAGTTC

TCTGTTTCTT
TGGTTATTAT
AAAGTAGCCA
GATA. TTA
GAAAATTTGC
TTTCGTTGGA

TTCGCGGCAT

TACAAATATA
GGAGAGTCAG
TCTAGTAAGG
TATTATTGTA

TTTAGTTTTG

ACTAAAATGT
GTATAATAGG
TCCATGGTAA

GAAAGTGAAT

AATTATTCGA

ATAATATCCA
CAGCAACAGC

TTTTTAGGAA
TGCATTAGTT

Factores de transcripcion, proteinas de unién
al ADN, reguladores transcripcionales

inicio

final

cadena

score

secuencia

14.2
5.60
5.60
7.09
5.65

ATAATAACCAAGCATTTTCTG
ATATAGAAGATT
ATATAGTTCCAT

DegU 120 140 -
GerE 244 255 -
GerE 163 174 -
Spo0A 95 106 -

SigB 189 200 + TGAGGGTAAAAT

Figura 11: Promotores predichos por Prodoric y posicién. Los reguladores transcripionales corresponden
a los presentes en la base de datos del programa usando a B. subtilis 168 como cepa modelo. La secuencia
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asociada de cada uno se indica con color. En celeste los sitios de inicio. En negrita el sitios de inicio
utilizado fase vegetativa.

Del anélisis por PRODORIC, se desprenden 4 tipos de posibles de operadores y estos se
correlaciona con importantes reguladores en B. subtilis:

- DegU: regulador dual de un sistema de 2 componentes. En fase estacionaria interviene
en la produccién de exoenzimas y su forma fosforilada es un regulador importante de la
respuesta a estrés osmotico (Ruzal y Sanchez-Rivas 1994, 98); por otro lado también
estd presente en la cepa B. sphaericus C3-41.

- SpoOA Regulador principal y final una cadena de transduccién de senales y
desencadenante en su forma fosforilada de la esporulacion.

- SigB: factor sigma de la RNA polimerasa esencial en las respuesta generales a varios
estrés

- GerE regulador de la confeccién de las cubiertas de esporas. También presente en la
cepa B. sphaericus C3-41.

Este resultado es un buen indicativo de que el gen slpC podria responder a diferentes
situaciones de estrés como osmatico, tema de estudio del laboratorio, y cuyos resultados

se presentan en el capitulo II.

Analisis de la secuencia de aminoacidos

Las secuencias de aminodcidos de la proteina S-layer de la cepas 2362 y C3-41

presentan una alta homologia. Su secuencia primaria se puede ver en la Figura 12.

MAKONKGRKFFAASATAALVASAIVPVASAAQLNDEFNKISGYAKEAVQSLVDAGVIQGDANGNENPL
KTISRAEAATIFTNALELEAEGDVNEFKDVKADAWYYDATIAATVENGIFEGVSATEFAPNKQLTRSEA
AKILVDAFELEGEGDLSEFADASTVKWAKSYLEIAVANGVIKGSEANGKTNLNPNAPITROQDFAVVE
SRTIENVDATPKVDKIEVVDAKTLNVTLSDGTKETVTILEKALEPNKETEVTFKIKDVEYKAKVTYVV
TTATAVKSVSATNLKEVVVEFDGTVDKETAEDAANYALKSGKTIKSVSLAADNKTATVTLTDKLNNN
KADAISISNVKAGDKEINVKNVEFTAVDNKIPEVTEVKSLGTKAVKVTLSEPVENLSSTNEFTLDGKA
YFGNVVMGAGNKTVILTPYSSSALSVGDHKLTVSGAKDFAGEVSLNSTHEFKVVEDKEAPTVTEATA
TLETVILTFSEDIDMDTVKASNVYWKSGDSKKEASEFERIADNKYKFVEFKGSEKTLPTGKVDVYVED
IKDYSDNKIAKDTKVIVTPEIDQTRPEVRKVTALDEKTIKVTEFSKTVDGESAIKTGNYTVKDKDDKV
VSVDKVTVDSKDSKSVIIDLYSKVSVGENTITIKNVKDATKLNNTMLDYTGKFTRSDKEGPDYEHVI
NADAKAKKVVLKEDKKMDAASLADYSNYLVKINDTLQTLSEDVATLSVSNDATVVTITFAETIKGDD
VVFASGKATISGSGKVNVNELQVMGVKDTSGNVHKKENGSENKITLSSTSTPLKLAKIDKDYDAKYTA
ELVDRKTVKVKESTVINSAAANAFTSESHKIDSIQVNGTSTVIVKFKDEINTNASDLDLKVNLSKLV
DIAGNESTNNTPIAIKAGINLLDSVAPVVVGEPVVDKETITFTEFSENLTSVSIGEVLSTDEFTVTRVS
DNKDLAIKDYSVAIANNNQVVITLSDNREVATAYKVTAKNAKLITDDNGDKKNAIADFTKTTATKVE
ASGTLSLDAAKTNLNNEITKAKDAKATGTEGTAATNQIVGSKDALQVAIDVAELVKNDTAATLQQLT
DAKTDLTAAITAYNAAKVEDISSLLVAPDLVLGTTDNGTITGEFVAGTGETLKVTSDSAANVEVTDPT
GLAVTAKAKGEANILVQVLKGDKVIKTGTVKVTVSE

Figura 12: Estructura primaria de la proteina SlpC de Bacillus sphaericus 2362
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La S-layer de 2362, persenta un punto isoeléctrico de 5,05, confirmando la caracteristica

acidica de la proteina a pH neutro.

Tal como en muchas otras S-layer, aminodcidos como la treonina, valina y aminoacidos
acidos como el aspartato y el glutamato se encuentran en un alto porcentaje en la
proteina. Aminoacidos con grupos sulfhidricos como la cisteina no se encuentra
presente en la proteina y la metionina, la histidina y el triptofano se hallan en menos del
0,5%.

En general, las S-layer provenientes de bacterias son proteinas dcidas pls 4 a 6, que
contienen tipicamente aminodcidos hidrofébicos en un 40-60%. Los pls de las proteinas
de capa S de archaeas y lactobacillus son bésicos, de 8 a 10.

En la tabla 2 se encuentra el porcentaje de cada aminodcido.

aminoacido n % aminoacido n %
Ala 132 11,2 Leu 74 6,3
Arg 12 1,0 Lys 128 10,9
Asn 78 6,6 Met 6 0,5
Asp 95 8,1 Phe 38 3,2
Cys 0 0 Pro 22 1,9
GIn 16 1,4 Ser 86 7,3
Glu 73 6,2 Thr 130 11,1
Gly 59 5,0 Trp 3 0,3
His 5 0,4 Tyr 24 2,0
lle 61 5,2 Val 134 11,4

Composicion de aminoacidos

Numero total de residuos cargados negativamente (Asp + Glu): 168
Numero total de residuos cargados positivamente (Arg + Lys): 140
Numero total de residuos hidrofobicos: 806 (68%)

Tabla 2: Composicién de aminoacidos de SlpC de Bacillus sphaericus 2362

Una de las caracteristicas mas importantes en todo el grupo de S-layer, y se confirma en
Bacillus es un alto porcentaje de grupos carboxilo u oxhidrilo alineados, ya que la
treonina también se encuentra en un alto porcentaje. Otra caracteristica dentro de las S-
layer de la familia Bacillaceae es el alto porcentaje de aminodcidos hidrofébicos, que

también se observan en esta secuencia.
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Perfil estructural de la proteina S-layer

Con la secuencia de aminodcidos también se pudo predecir la estructura secundaria de
la proteina, in silico, mediante programas apropiados, y mostraron la estructura

representada en la figura. (http://sable.cchmc.org/) (Figura 13).
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Indice inestabilidad:
El indice de inestabilidad (1l) es 10,69. Esto clasifica a la proteina como estable.

Figura 13: Estructura secundaria predicha para la proteina S-layer de la cepa 2362. En rojo, se grafican las
estructuras en alfa- hélice, en verde, las hojas plegadas beta y en azul las plegadas al azar (random coil)
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Los resultados de la prediccion estructural, arrojaron un indice de estabilidad de 10,69
que indica que la proteina es muy estable lo que la hace interesante para su utilizacion
en procesos de biotecnoldgicos y en diferentes sistemas de expresion, tanto en células
eucariotas, como en levaduras y en bacterias.

El porcentaje de residuos hidrofébicos es del 68%, ligeramente superior a los de otras S-
layer, tanto incluyendo como excluyendo al péptido sefial que es removido luego de
direccionar a la proteina al exterior.

En la siguiente figura se muestra un esquema de la distribucion de la hidrofobicidad
calculada a través del programa ProtScale del sitio Expasy (http://web.expasy.org/cgi-
bin/protscale/protscale.pl?1). Este programa utiliza el algoritmo basado en la escala de

Kyte y Doolittle, en la cual regiones con valores por encima de 0 son hidrofébicas.

ProtScale output for user segquence
2 T T T

T T
Hphob. « Egte & Doolittle

Score
=
T
—
_—

2 I I I I I
5] zaa 468 =1 1c] saa 1066

FPosition

Figura 14: Gréfico de hidrofobicidad segin Kyte y Doolittle. Valores positivos indican

Nos interes6 buscar dominios conservados conocidos como las regiones SLH,
descriptas como ligadas al anclaje a la envoltura bacteriana, y que se encuentran en la

region amino terminal. Se utilizaron dos programas de prediccion de dominios
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conservados para los SLH, SMART y el SABLE. Con todos ellos se confirman los tres

motivos SLH dentro del dominio (Figura 15).

gi 556012
pfam00395

gl 556012
pfam00395

S-layer homology domain
CD Length: 44 Bit Score: 49.10 E-value: 6e-06
10 20 30

B e *

40 SGYAKEAVQSLVDAGVIQGDANGNENPLKTISRAEAA 76
8 THWAKDAINALVELGIIKGYPDGTERPNKNITRAEAA 44

CD Length: 44 Bit Score: 63.74 E-value: 2e-10
10 20 30 40

B T T T S T I

92 NEFKDVKADAWYYDATIAATVENGIFEGVSATEFAPNKQLTRSEAA 135
1 KFKDVPKTHWAKDAINALVELGIIKGYPDGTERPNKNITRAEAA 44

CD Length: 44 Bit Score: 45.25 E-value: 8e-05

10 20 30 40

B T o T

gl 556012 152 EFADASTVKkPWAKSYLEIAVANGVIKGseaNGKTNLNPNAPITRQDEFA 199

pfam00395 1 KFKDVPKT-HWAKDAINALVELGIIKG-—--YPDGTFRPNKNITRAEAA 44
Medecule processing
[ - Sopnal peptede 1-30 n |
L] Cren - e 1hdE © Suifsci-tipde 125 K0y peotain TN RO 000032631
Haogions
] ' Dgenan - 5B - BLHA J
| Demasm 5= 152 BL " BLHZ &
] Dieenain 123 - 316 B4 BLHI —=

Figura 15: Dominios SLH

Con el programa SABLE se observé la estructura secundaria de los dominios SLH

predichos:

> 1 60
MAKQNKGRKFFAASATAALVASAIVPVASAAQLNDENKISGYAKEAVQSLVDAGVIQGDA
CCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCEECCC

> 61 120
NGNEFNPLKTISRAEAATIFTNALELEAEGDVNFKDVKADAWYYDAIAATVENGIFEGVSA
CCCECCCCCCCHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCECCCC

> 121 180
TEFAPNKQLTRSEAAKILVDAFELEGEGDLSEFADASTVKPWAKSYLEIAVANGVIKGSE
CCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHCCEECCCC

> 181 240
ANGKTNLNPNAPITRQDFAVVFSRTIENVDATPKVDKIEVVDAKTLNVTLSDGTKETVTL
CCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEECCCCCCCEECC

Figura 16: Estructura secundaria de la regién que contiene los SLH predichos. H: hélice, E: hoja plegada
beta C: plegadas al azar. Se subrayan los SLH.
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Gracias a los programas utilizados, se observan dominios conservados como son los tres
motivos SLH, lo que coincide con lo reportado en la bibliografia respecto de las
proteinas S-layer del género Bacillus. En algunas cepas, estos motivos hacia el extremo
amino terminal estdn involucrados en el anclaje de estas proteinas a polisacaridos
(SCWP: secondary cell wall polymers) que estdn unidos a la capa de peptidoglicano que
subyace. El extremo N terminal de B. sphaericus C3-41 se uniria especificamente al
SCWP. El tercer motivo SLH es la parte proteica de la S-layer esencial para la union,
que es especie-especifica (Li et al, 2009).

Los tres motivos que empiezan en las posiciones 2, 62 y 124 luego del final del péptido
sefnal (de 30 amino4cidos, al principio de la secuencia). La estructura secundaria de los
motivos se caracteriza por dos a-hélices que rodean a una corta cadena de hoja  (Ilk et
al, 2002).

Utilizando el programa STRING para analizar funciones y la asociacién con otras
proteinas, se encontr6 homologia a una hemolisina de 874 aminodcidos de Bacillus
sphaericus C3-41 con dominios de union a calcio. Ademads se observa homologia con

proteinas de tipo Ig de grupo II (Figura 17). Estas proteinas normalmente unen azicares.

'S__i'r:ﬂilar_—_'pmtqi_ﬂs’ Similar proteins Similar proteins
in L?_sipij_j;_!gjllu_l.;':___sphaér'lcus: anywhere in STRING: in a taxon of choice:
Bsph_0712 bitscore
= Bsph_1838 103.4
= Bsph_0698 Qz.9
B sipC 61.5
= Bsph_1105 51.4

{click on bitscore to see alignment}

Your Input: Bel5y _

£E0e85gE3

® Bsph_1849% S-layer protein (825 aa) aatw g $E0

(Lysinibacillus sphaericus) £ t g lﬁ-gg = g

SDcoadfl o

= =T B

Predicted Functional Partners: ??????"‘*
! Bsph_2053 hypothetical protein (1031 aa) - 415
% Bsph_0952 collagen adhesion protein (1721 aa) - 0.
Bzph_1832 endonuciease vhcR precursor {1379 aa) - 0.
% Bsph_2088 cell surface glycopratein 2 precursor (S-layer protein 2) {15425 aa) - 0.
Beph_0712 S-layer protein sap precursor (562 3a) - 0.
@ Bsph_1105 hemolysin-type calcium-binding domain-containing protein (874 aa) - o
“ Bsph_1895 Ig-lke, group 2 (871 aa) - 0.
@ Bsph_1838 S-layer protein sap precursor (surface layer protein) (surface array protein) (621 3a) . & 0.

Figura 17: Imagen de la bisqueda bioinformadtica de funciones conservadas por STRING.
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B) Obtencién de proteinas S-layer

Como la mayoria de las proteinas S-layer, estas requieren para su desprendimiento de la
envoltura algin agente desagregante por sustitucion catiénica. Para la extraccion de S-
layer de Bacillus sphaericus 2362 se ensayaron diferentes protocolos a fin de obtener la
mayor cantidad y estabilidad de la misma. Para ello se contaba con un anticuerpo
especifico gentilmente donado por la Dra. Lewis L.

Se evaluaron tres tratamientos de extraccién: hidrocloruro de guanidina 2M pH 2, o
LiCl 6M 6 EDTA 10 mM y 2 condiciones de cultivo (fase exponencial y estacionaria).
Las mejores recuperaciones se obtuvieron cuando los cultivos fueron de 6 hs. La
extraccion con LiCl mostré ser mds efectiva, cuando se verific6 por western blot la
presencia de la proteina revelando con anticuerpo anti S-layer especifico (Figura 20). La
extraccion con EDTA presenté un alto grado de impurezas con otras proteinas (ver
coomassie Figura 18 y 19) y la realizada con HCI guanidina mostré una proteina de
similar peso molecular pero no detectable por western blot (Figura 20). La didlisis
contra agua mostré varios productos de degradaciéon mientras la didlisis contra 10 mM
CaCl, fue més efectiva a la hora de preservar la estabilidad y la estructura
tridimensional de la proteina. Este resultado concuerda con los de otros grupos que
trabajan con S-layer de otras cepas de Bacillus sphaericus que indican que los iones
calcio son necesarios para el ensamblado y armado de la estructura de la capa de S-layer
(IIk et al, 1999).

Quizés para la unién de la SlpC a la pared celular sean necesarios cationes bivalentes,
como sucede con la proteina SbpA de Bacillus sphaericus CCM 2177, debido a la
naturaleza acida de los SLH. Estos iones pueden ser requeridos para autoensamblarse
durante la extraccion y recristalizar en estructuras regulares y estables durante la fase de
didlisis.

En adelante, se sigui6 trabajando con la proteina extraida con LiCl y didlisis en CaCls,.

MK Guanidina EDTA

Figura 18: Tincién con coomassie de extraccién de S-layer
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EDTA MK
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—>
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Figura 19: Western blot de S-layer

Células LiCI HCIG
C+

"y

Figura 20: Western blot de S-layer extraidas con LiCl 6M 6 con HCl de Guanidina 2M. Control positivo:
células

Ademads de analizar la cepa patrén 2362, se incluyé en el estudio dos aislamientos de
Bacillus sphaericus (cepas C7 y CI11) obtenidos en el laboratorio. Estos clones
pertenecen al mismo grupo de homologia de 2362, analizados tanto con antigenos
flagelares como por sensibilidad a fagos. Por otro lado, preparaciones de espora-cristal
de ambos clones mostraron ser mucho mds téxicos que 2362 frente a larvas de
mosquitos del género Culex (Lanati L y Sanchez-Rivas C). La Dra. Lewis, en 1987,
trabajé con cepas de B. sphaericus patogénicas de mosquitos y determind que a través
de mapeo de péptidos y andlisis serologico de S-layer se establecieron ocho grupos, que
coincidieron con el agrupamiento mediante tipificacion por fagos y antigeno flagelar.

Cuando se analizaron las proteinas de capa S con anticuerpos especificos para distintas
S-layer, ambas cepas mostraron tener homologia con la de la cepa 2362 y por ende su S-

layer pertenece al mismo grupo.

2362 C7 Cc11

Figura 21: Western blot de células de Bacillus sphaericus 2362, C7 y CI11 crecidas en medio LB y
cosechadas en fase exponencial de crecimiento, revelado con anti S-layer.
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Un aspecto que centré nuestra atencion fue la observacién de dos bandas reactivas con

el anticuerpo, tanto en la cepa de referencia 2362, como en los aislamientos C7 y C11

(Figura 21 y tabla 3).

2362 Cc7 C11
Mayor 130,1+ 8,1 133,6 + 4,1 136,2+ 3,9
Menor 116,8 £5,3 119,7+2,2 119,7£2,8

Tabla 3: Peso molecular aparente de S-layer de Bacillus sphaericus 2362, C7y C11.

En las tres cepas la cantidad de S-layer total como las proporciones de las 2 especies es
diferente. El resultado més llamativo es que la produccion de S-layer en las cepas C7 y
C11 es mucho mayor que en la cepa de referencia (més del doble para C7). Por otro
lado, para C7, la proteina de mayor peso molecular aparente es mucho mayor en

cantidad en comparacion a las otras dos cepas.

2362 Cc7 Ci1
Mayor | Menor Mayor | Menor Mayor | Menor
PM PM Suma PM PM suma PM PM suma
28,63 77,07 55,12

Sefial densitometria | 10,04 | 18,59 | (100%) | 32,89 | 44,18 | (269%) | 17,89 | 37,23 | (193%)

Relacién de

bandas 0,35 0,65 0,43 0,57 0,32 0,68
Relacién a S-layer
de mayor PM 1 1,9 3,3 4,4 1,8 3,7

Tabla 4: Cuantificacién por densitometria de las proteinas S-layer de Bacillus sphaericus 2362, C7y C11

Estos resultados nos condujeron a investigar qué modificaciones postraduccionales o

asociaciones con elementos de pared pueden explicar la presencia de dichas dos bandas.

C) Modificaciones postraduccionales de la S-layer

La diferencia entre las dos bandas es de 15,3 + 4,1 kDa. Estas dos bandas con diferentes
movilidades pueden deberse tanto a distinta conformacién peptidica como a
modificaciones postraduccionales.

En primer lugar se analizé qué moléculas como azticares o derivados de peptidoglicanos

podrian adherirse a la porcion peptidica de la proteina que justifique el peso molecular.
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Calculamos las masas de glucosas y de N-acetilglucosamina, N-acetil-murdmico y de un
pentapéptido sumados para obtener una unidad de peptidoglicano. Se calculé entonces

para las diferentes formas qué aziicares podrian estar presentes (Tablas 5y 6).

180
101,03
221,21
221,21
293,27

500

1014,48
543,45

Glucosa
Ceto-piruvato

Pentapeptido
PG
SCWP

N-acetil glucosamina
N-acetil manosamina
N-acetil muramico

Tabla 5: peso molecular en Daltons de los azicares de pared y de la unidad de peptidoglicano.

Daltons diferencia | n° glucosas n° PG n° SCWP
130100 74 13 24
129600 500 3 0 1
116800 13300

Tabla 6: Modificaciones
proteinas S-layer.

probables segin la diferencia en peso molecular aparente en Daltons de las

Las diferencias entre las movilidades de las especies proteicas podrian ser explicadas
entonces por la presencia de azicares.

Pero ademads, teniendo en cuenta que el SCWP une a las proteinas S-layer, podria
ocurrir que los residuos azicares provengan del anclado a la pared, que al extraer la
proteina para su purificacion, queden adheridos. Uno de los SCWP mas estudiado es el
de B. sphaericus CCM 2177, y es sabido que estd compuesto por unidades repetitivas
del disacarido N-acetil glucosamina y N-acetil manosamina, este dltimo transportando
un ceto piruvato, que carga negativamente al polimero (Ilk ez al, 2011). Es decir, que las
diferentes bandas podrian tener origen también en proteinas con fracciones adheridas

del SCWP.

Las S-layers presentan dos bandas de PM diferente probablemente
porque una de ellas quedaria asociada a un fragmento de PG (o polimero

asociado a €l) o una de ellas representa una forma mas glicosilada.
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La glicosilacién es la mas comin modificacion post-traduccional de las proteinas, y
juega un rol importantisimo en todos los organismos vivos. Sin embargo, no se detectd
en procariotas hasta principio de los 80, por lo que su presencia para la literatura qued6
restringida a organismos eucariotas. Actualmente se sabe que este proceso post
traduccional también ocurre en procariotas. Entre las glicoproteinas mejor estudiadas se
encuentran las proteinas de los flagelos y las S-layer de la familia Bacillaceae (Schiffer
y Messner 2004). Dentro de la familia Bacillaceae, estas glicoproteinas poseen una
larga cadena de glicanos unidos en uniones O-glicosidicas. En algunas ocasiones, la
glicoproteina guarda relacion con los efectos patogénicos de la especie (Messner et al,
2008) y puede variar con el estado fisioldgico, de modo de diversificar las propiedades
de superficie para supervivencia en un hébitat competitivo.

Debido a la habilidad de la proteina de autoensamblarse a una forma plana
bidimensional cristalina en distintos soportes (silicas, polimeros, liposomas, films
lipidicos, o estructuras de membranas), son consideradas candidatas para realizar
dispositivos de glicanos in vivo e in vitro en escala nanométrica. Conocer tanto el tipo
de modificacién como su funcionalidad facilitaria las posibles aplicaciones de motivos o
dominios en microbiologia en general, nanobiotecnologia y utilizacién para vacunas.

La presencia de azicares en la proteina S-layer de B. sphaericus 2362 ha sido estudiada
y reportada de manera controversial. Estudios iniciales (Lewis et al, 1987) reportan un
contenido de carbohidratos 1,46 + 0,11 %. Estos valores son avalados en otros trabajos
(Lozano et al, 2011). Sin embargo, el grupo de trabajo de Messner en varias ocasiones
presenta a la proteina de esta cepa como no glicosilada, tal como se describe en sus
trabajos (Messner et al, 2008, 2010).

No ha quedado claro en la literatura si la proteina S-layer estd o no glicosilada. Esta
modificaciéon podria afectar la funcionalidad y la forma en la que interactiia con otras
proteinas glicosiladas o no.

Existen familias de proteinas que ain no estando glicosiladas pueden interactuar con
azucares a través de determinados dominios. Ejemplo de este grupo es la galectina-1
(van Kooyk y Rabinovich 2008, Erbacher 2009) que posee dominios de reconocimiento
de carbohidratos (CRD) que reconocen glicanos en sus ligandos. Del mismo modo, la S-
layer podria interactuar con los aziicares del SCWP o del exterior a través de ellos.

Se intentard profundizar sobre las posibles modificaciones postraduccionales de la S-

layer de Bacillus sphaericus.
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Tinciéon con Método Azul Bromo timol sulfiirico

Para determinar si la proteina S-layer estaba modificada postraduccionalmente mediante
glicosilacidén, se realizé una tincion para azicares desde una electroforesis en gel de
poliacrilamida. Se hicieron preparaciones de S-layer de Lactobacillus acidophilus y de
Bacillus sphaericus, y se corrieron en un gel 7,5% junto con proteina [-galactosidasa,

como control negativo de glicosilacién.

MK Lbacid Bsph Bgal  Lbacid Bsph Bgal

130 — - -
105 I ‘
75 . | -l
45 —_’ ! :

— . (e N

Figura 22: Panel izquierdo, coomassie de S-layer de Lactobacillus acidophilus, de Bacillus sphaericus y proteina
[-galactosidasa como control negativo. Panel derecho, tincién de Azul de Bromo Timol de las mismas proteinas.
Las flechas sefalan las S-layer.

La proteina S-layer de Bacillus sphaericus 2362 se tiiid con azul de bromo timol
sulftrico, indicando que podria estar glicosilada. No se observé banda en el control de
[B-galactosidasa (Figura 22).

Para confirmar que se trate de proteina de capa S, se realizé un western blot con

anticuerpo anti S-layer de B. sphaericus 2362, que dio positivo en la misma posicion.

-~

Figura 23: Panel izquierdo, coomassie de S-layer de Bacillus sphaericus. En el
centro, la tincién de coomassie y en la derecha el western blot.

Se hizo una bisqueda de de glicosilacién en las S-layers de otras cepas de Bacillus
sphaericus, como son el clon C7 y C11. Las proteinas fueron extraidas de cultivos en

medio LB y LB con NaCl 0,7M (LBN)
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2362 C7 c1

LB LBN

Figura 24: Tincién de Azul de bromo timol sulfirico de S-layer de cepas 2362, C7 y C11 de
Bacillus sphaericus, crecidas en LB y LBN.

Se ve que en las tres cepas la proteina de capa S se tifie para azicares, y se observa un
patréon de bandas diferencial entre la glicosilacion que ocurre en condicién de
hiperosmolaridad con una tnica banda, respecto del control, donde se ven distintas
bandas.

Estos resultados estdn de acuerdo con los resultados iniciales aportados por el grupo de
Lewis L. y Yousten A. (1987), en los que caracterizan a S-layers de diversas cepas de
Bacillus sphaericus como glicoproteinas, con contenido de carbohidratos medidos por
método de tincién con fucsina de Mc Guckin y Mc Kenzie (1958). El contenido de
azucares para la S-layer de otras cepas es por ejemplo 1,17 + 0,41 para Kellen Q y para

la Kellen K es de 1,29 + 0,29.

Andlisis del perfil de agregacion de la S-layer

La capacidad agregativa de algunas cepas de Lb. kefir con proteina S-layer se
correlaciona con la presencia de esta proteina modificada por glicosilacion (Mobili y
colaboradores en 2009). Teniendo en cuenta estos antecedentes, evaluamos la capacidad
de autoagregacion de Lactobacillus acidophilus y Bacillus sphaericus. La cepa de
Lactobacillus acidophilus es el control negativo ya que produce S-layer y no esta
glicosilada. Para este ensayo ambos cultivos fueron pretratados o no con LiCl para
depletar de capa S y luego se sigui6 a través de la disminucion de la densidad Optica la
capacidad de agregar. A los 60 minutos se calcul el coeficiente de agregacion
porcentual (CA). Los resultados en el tiempo se grafican a continuacién y el cdlculo de

los CA para las condiciones se muestran en la tabla.
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Autoagregacion
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Figura 25: Cinética de Autoagregacién de Lb. acidophilus y B. sphaericus depletadas de S-layer por LiCl
0 con su capa S intacta.

B. sphaericus | B. sphaericus | Lb. acidophilus | Lb. acidophilus
con S-layer sin S-layer con S-layer sin S-layer
CAsomin 80,0 10,0 1,7 3,9
Error 8,5 5,7 0,1 0,2

Tabla 7: Coeficientes de autoagregacion de cepas bacterianas depletadas o de S-layer.

Claramente los cultivos de B. sphaericus 2362 tienen la capacidad de autoagregarse, tal
como se observa en la figura 25, y el CA es del 80%. El tratamiento del cultivo con
LiCl resulta en la pérdida de la S-layer y de la capacidad de agregacién (el CA
desciende al 10%). Esa capacidad no se observa en la especie Lb. acidophilus en
ninguna de las 2 condiciones (con o sin S-layer presentan CA menores al 5%).

Atribuimos la autoagregacion a la presencia de una proteina S-layer glicosilada, sin
embargo, no puede descartarse que restos del SCWP queden unidos covalentemente a la
proteina y que ellos otorguen capacidad agregativa y sean los responsables de las

tinciones observadas previamente.

Diferenciacion de O-glicosilacion y N-glicosilacion: Resistencia a tunicamicina

La tunicamicina es un antibidtico que interfiere con las vias de N-glicosilacion por
inhibir a la enzima N-acetilglucosamina fosfotransferasa, sin inhibir a las O-

glicosilaciones.
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La adicién de tunicamicina al medio no inhibi6 el crecimiento hasta concentraciones de
5 pg/ml, es decir, no se trataria de una N-glicosilacién. Concentraciones mayores
impidieron el crecimiento bacteriano quizds debido a interferir con la sintesis del

peptidoglicano.

Mk 0,1 c* o 1 5 10 pg/ml Tunicamicina

Figura 26: Tincién de Coomassie de las extracciones de S-layer de los cultivos crecidos en
medio con Tunicamicina en la concentracién indicada.

En el caso de verificar la modificacion por agregado de azicares a la proteina, la unién
del azuicar al péptido seria del tipo O-glicosidica, tal como ocurre en la mayoria de las

bacterias y a diferencia de lo que sucede en arqueas.

Tincion con PRO Q® Emerald 300

Se utiliz6 un kit comercial que tiene mayor poder de resolucién (50 veces mayor) que el
método de tincion antes ensayado para observar si otras S-layer (la de Lb. acidophilus,
por ejemplo) estarian glicosiladas.

Se observé ausencia de tincidon de las proteinas de capa S de todas las cepas de Bacillus
sphaericus, a diferencia de lo ensayado en lo precedente. El control de Lb kefir JCM

5818 dio positivo para su S-layer.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
180 130
105
82
75
42 45

Figura 27: Calles: 1: MK glicoproteinas CandyCane; 2,3, 4 y 5: S-layer 2362, C7, C11 y de
preparaciones de esporas respectivamente; 6 y 7: células enteras crecidas en LB o LBN; 8 y 9: S-
layer de Lb. acidophilus ATCC 4356 (45kDa) y Lb kefir JCM 5818 (66 kDa) respectivamente;
10: MK de peso molecular
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Como resultados de todos los ensayos previos, se desprendia que la proteina de capa S
de Bacillus sphaericus 2362, C7 y C11 estarian glicosiladas y que la glicosilacién se
modifica en condiciones de crecimiento en medios de distinta osmolaridad, lo que
podria atribuirse a la posible funcién en la osmoadaptaciéon. Ademads, la modificacion
seria del tipo de O-glicosilacién, que acuerda con las glicosilaciones dentro del género
Bacillus. Es importante mencionar que en arqueas, claramente la S-layer presenta mayor
glicosilacién por crecimiento en medios hipersalinos (Calo et al, 2011)

Sin embargo, el ensayo mas comun para evidenciar glicosilacién de proteinas es el PAS
(periodic acid staining) o similar mediante kit. Por ello realizamos una tincién con el kit
comercial (PRO Q® Emerald 300). El ensayo dio negativo para las S-layer. Suponemos
que la tincién que previamente nos dio positiva para azucares se debe al modo de unién
de las S-layers al peptidoglicano. En la familia Bacillaceae, 1a region N-terminal es la
responsable del anclado de las subunidades S-layer a la envoltura rigida por unién al
heteropolisacdrido al que se denomina SCWP (secondary cell wall polymer) (Ferner
Ortner et al, 2007). El anclaje puede ser a través de los dominios SLH, o como se
observo en Geobacillus stearothermophilus unidos a la proteina que carece de SLH en
el extremo amino terminal. Es factible que glicanos del SCWP queden adheridos a las
proteinas durante la extraccion. De todos modos, restaria hacer un anélisis de RMN para
confirmar esta hipétesis o descartarla. Por otro lado, los resultados ensayados en células

enteras podrian tener distinto resultado que en proteinas purificadas.
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Analisis in silico

Como primera aproximacion para encontrar probables sitios de glicosilacion se realizd
una busqueda in silico en la secuencia aminoacidica de la proteina S-layer de B.

sphaericus 2362 utilizando los programas de la pagina http://expasy.org.

Residuos O-Glicosilados Predichos

Number Position Mini-Pattern Score
1 786 L-n-STS-n-PL 0.770833
2 844 V-n-GTS-n-VT 1.000000

Figura 28: Resultado de la busqueda in silico de residuos O-glicosilados.

Con la buasqueda anterior se predijo la presencia de dos sitios probables de glicosilacion,

para O-glicoproteinas, que es el tipo de unién que normalmente realizan las bacterias.

Con el programa de la pdgina http://www.cbs.dtu.dk/services/YinOYang/ (YinOYang -
O-beta-GIcNAc attachment sites in eukaryotic protein sequences) se predijeron mas

sitios probables (Figura 29).

SegName Residue O-GlcNAc Potential Thresh. Thresh.
result (1) (2)
Sequence 16 T + 0.5740 0.5232 0.6556
Sequence 158 T + 0.5078 0.4572 0.5667
Sequence 270 T + 0.6574 0.5303 0.6652
Sequence 273 T + 0.5102 0.5001 0.6244
Sequence 371 T + 0.5376 0.4858 0.6052
Sequence 423 S + 0.5648 0.5006 0.6252
Sequence 424 s ++ 0.6782 0.5001 0.6245
Sequence 466 T ++ 0.6181 0.4746 0.5901
Sequence 830 T + 0.5303 0.4776 0.5941
Sequence 831 S ++ 0.6283 0.4796 0.5969
Sequence 1127 T + 0.4909 0.4736 0.5888
Sequence 1137 T + 0.4799 0.4650 0.5771
Sequence 1173 T ++ 0.6087 0.4602 0.5707
Sequence 1175 s ++ 0.5980 0.4442 0.5491

Figura 29: Resultado de la busqueda in silico de residuos O-glicosilados obtenido de base de datos de
eucariotas.
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No ha quedado claro en la literatura si la proteina S-layer estd o no glicosilada. Esta
modificacioén podria afectar la funcionalidad y la forma en la que interactia con otras
proteinas glicosiladas o no.

Existen familias de proteinas no glicosiladas como por ejemplo galectina-1 (van Kooyk
y Rabinovich 2008, Erbacher 2009) que poseen dominios de reconocimiento de
carbohidratos (CRD) que reconocen glicanos en sus ligandos. Del mismo modo, la S-
layer podria interactuar con los aziicares del SCWP o del exterior a través de ellos. Se
utilizaron herramientas bioinformdticas para inferir posibles funciones a través del
andlisis de la secuencia aminoacidica y la estructura utilizando métodos para identificar
motivos o dominios a lo largo de la secuencia proteica. Como la S-layer de B.
sphaericus no fue cristalizada, no ha sido resuelta estructuralmente, se buscaron
motivos que reconocen azucares CRD (carbohydrate-recognition domains) y se
compar? la estructura secundaria y estructura 3D depositada en los bancos de datos.
Cuando analizamos la secuencia de SlpC en el programa CDART, encontramos que una
parte de la S-layer alinea estructuralmente con probables dominios que unen
carbohidratos (CBD: carbohydrate binding domain) de un subgrupo de proteinas
bacterianas homodlogas a proteinas lectinas tipo C. Una proteina de Clostridium difficile
QCD-76w55 (gil255316714lreflZP_05358297.1) tiene dos CLECT: lectinas tipo C
(CTL)/ dominios tipo lectina C (CTLD), dominios homdélogos a los CRDs de lectinas
tipo C (CLECT ¢d03603 and CLECT_VCBS, CTLD, cd00037). Las secuencias
consenso CLECT alinean con SlpC y el CRD de Galectina-1.

Ademais se encontré alineamiento al dominio big-2 (bacterial Ig-like domain: dominios
con similitud de plegamiento a las inmunoglobulinas) de la proteina SbsB de
Geobacillus stearotermophilus; y a dominios GH 18 (glicosil-hidrolasas) tipo quitinasa
I, que son dominios que catalizan hidrélisis de polimeros de N-acetilglucosamina

unidos beta-1,4. En la figura 30 a continuacién se muestra el alineamiento.

SlpCBsph 1102 DLVLGTTDNGTITGFVAGTGETLKVTSDSAANVEVTDPTGLAVTAKAKGE 1151
CLECT1236 DD NG OF s DR TN AR AV RO KGR IAT THoKYE 52
S1pCBsph 1152 ANI 1154

CLECT1236 53 LDL 55

SlpCBsph 459 DKEAPTVTEATATLETVTLTFSEDIDMDTVKASNVYWKSGDSKKEASEFE 508
crecT 702 S DA EORLLGURGYLAT TSROy L - TANCTNLGGT SR 79
S1pCBsph 509 RIADNKY 515

CLECT 702 80 WUTKEPE 86
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Figura 30: Alineamiento de la proteina S-layer con un subgrupo bacteriano de dominios tipo lectina C
(CTLD), homdlogos a dominios de reconocimiento de carbohidratos. Los nimeros en CLECT indican la
posicién en la proteina de CI. difficile (EMBOSS MATCHER).

Para Galectina-1, una proteina lectina tipo C que une galactosa, la estructura

cristalografica 3D fue resuelta y depositada en PDB con ID:3M2M. Una de las

proteinas S-layer que ya estd depositada en PDB es la proteina SbsC, PDB ID:2RA1 de

Geobacillus stearothermophilus, clasificada como una proteina que une azucares,

debido a su interaccién con el SCWP. Esta proteina fue recientemente caracterizada

estructuralmente (Horejs et al, 2008 y 2010).

A continuacién se muestra la prediccion de estructura secundaria por SABLE para estas

tres proteinas, y el porcentaje de residuos que conforman hoja plegada 3 (Figura 31).
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Tamafio N° hoja
Proteina fragmento | plegada B Porcentaje
SbsC 125 52 0,42
Gal-1 135 61 0,45
SipC 145 70 0,48

Figura 31: Estructura secundaria predicha por el programa SABLE para fragmentos que alinean entre si
de las proteinas SIpC, SbsC y Gal-1. En tabla se muestra el porcentaje de residuos hoja plegada .
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Las tres proteinas tienen similitud de estructura secundaria predicha por SABLE. A la
vez, al hacer el cdlculo de hoja plegada f. Esta estructura es comtn en los dominios que
interactian directamente con ligandos que contienen aztcares.

Cuando se analiza con la herramienta NCBI-Blast Needleman-Wunsch el alineamiento

proteico de la porcién amino terminal de SbsC con SlpC incluye motivos CRD.

Score = 29.3 bits (64), Expect = 5e-04, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 52/162 (32%), Positives = 70/162 (43%), Gaps = 19/162 (12%)

SlpCBsph 275 VKSVSATNLKEVVVEFDGTVDKETAEDAANYA--LKSGKT---IKSVSLAADNKTATVTL 329

V+SVSA + VvV F VDK TA N++ LK +T KSV ++ TATVTL
SbsC 233 VESVSAIDSTSFKVTFTKPVDKATA-IPKNFSITLKGTETKLYPKSVEVSESGLTATVIL 291
S1lpCBsph 330 TDKLNNNKADAISISNVK-—-AGDKEINVKNVEFTAVD—————————— NKIPEVTEVKSLG 377
DL+ K + S +K AG KE EFT NK+PE + V
SbsC 292 YDTLVDGKTYTVVISGLKDTAG-KEFETSTNEFTYNKPVPASITENFNKLPEDSAVDLTK 350

S1lpCBsph 378 TKAVKVILSEPVENLSSTNFTLDGKAYFGNVVMGAGNKTVIL 419
VK +++ FT K G + G K+VI+

SbsC 351 YVTVKDAAGNVIKSGFELEFTSSEKLTQGKFINTTGKKSVIV 392

Length=1099

Figura 32: Alineamiento NCBI BLAST Needleman-Wunsch entre las proteinas SlpC y SbsC (PDB ID:
2RA1). Se marcan resaltados los bloques estructurales de SbsC de Geobacillus en SlpC de B. sphaericus
que corresponden a los probables CRD.

Cuando se realizé el alienamiento de estructura 3D para comparar SbsC (PBD ID:
2RA1) y Galectina-1 PBD ID: 3M2M) usando la herramienta de comparaciéon en RCSB
PDB con el algoritmo JFATCAT_flexibl, se observdo un claro alineamiento.

(Link:http://www.rcsb.org/pdb/workbench/showPrecalcAlignment.do?action=pw_ fatcat

&namel=2RA1.A&name2=3M2M.A). Los bloques de alineamientos incluyen los

motivos de unién al ligando descripta para Galectina-1 (secuencia H44 N46 R48 H52
N61 W68 E71, Figura 33).

HHNR
44 48 48 52 B1 68 T

A

Figura 33: Secuencia de unién a galactosa para Galectina-1

Align 2RA1.A.pdb 412 with 3M2M.A.pdb 132

2RAl: 291 KNFSITLKGTETKLYPKSVEVSESGLTATVILYDTLVDGKTYTVVTSGLKDTAGKEFETSTNEFTYNKPV
11111111 11111111111111111 11111111111122
3M2M: 27 AKSFVLNLGK———————————————— e DSNNLCLEFNPRFNABG-—-——- DANTIVCNSKDDGT

2RA1: 361 PASITENENKLPEDSAVDLTKYVTIVKDAAGNVIKSGFELEFTSSEKLTQGKFINTTGKKSVIVNATVKGT
222222 22222222 33333333333 333333333
3M2M: 68 IGTIQR*ETAFPFQP 7777777777777777777 GSITEVXITFD-——————————— QADLTIKLP————

2RA1: 431 NVTTGNVILAVED
33333333333
3M2M: 102 -DGHEFKFPNRL
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Figura 34: Bloques estructurales obtenidos en RCSB PDB entre las proteinas SbsC (2RA1) y Galectina-1
(3M2M). Los nimeros indican los bloques hallados. Resaltados en gris estdn los residuos involucrados en
CRD y unién de ligando. Los motivos se muestran en itdlica y negrita. Se subrayan los residuos
aminoacidicos estructurales coincidentes que describen la relacién entre las proteinas analizadas: SbsC
(2RA1) y Galectina-1 (3M2M).

Cuando se realiz6 el alineamiento de Galectina-1 con SplC de B. sphaericus, se observé

superposicion estructural con el sitio de unién de ligando (azucar), probable CRD.

S1pCBsph

LTPKV-——-ESV-S-A-—-—-IDSTSFKVIFTK--PVDKATAIPKNFSITLKGTETKLY-——————————— PKSVEVSE-SGLTAT
NLNLKPGECLKVRGELAPDAKS-FVLNLGKDSNNLC---LH-—-F-——————————— NPRENAHGDANTIVCNSKDDGTWGTE
Gal-1

S1pCBsph

Figura 35: Alineamiento estructural entre la proteina SIpC y Gal-1 Programa: TM-align (Version
20120124): A protein structural alignment algorithm.

Para observar el alineamiento estructural tridimensional, utilizamos las secuencias de
SbsC y Gal-1. Parte N-Terminal de la proteina S-Layer SbsC de Geobacillus
stearothermophilus http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/2RA1_A alinea con Galectina-
1: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/4504981?log$=activity. En las imdgenes a
continuaciéon puede observarse por separado la simulacion de las estructuras 3D de
ambas proteinas. Para Galectina-1 se muestra ademds el ligando (galactosa) unido al
CRD. Tal como se habia mostrado en las estructuras secundarias predichas por SABLE,
se observan las conformaciones hoja plegada B, que en el caso de Gal-1 participan
directamente de la unién al ligando. En SbsC se observa la misma disposicion de
estructura secundaria. Al superponer ambas imdgenes, los dominios que conforman la
estructura [ coinciden. En particular, se destaca que SbsC presenta un 36% de

homologia con SlpC, que involucra la presencia de CRD en esta tltima (Figura 38).
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Galectina-1 PBD ID:3M2M SbsC PBD ID:2RA1

Figura 36: Arriba: Estructura 3D de Galectina-1 en PBD ID: 3M2M (izquierda) y SbsC en PBD ID:
2RAL1 (derecha). Abajo: superposicion de ambas estructuras.

En el esquema siguiente se muestra la disposicion de los dominios hallados con

SMART sobre la proteina SIpC.

Figura 37: Esquema del resultado de prediccion con el sitio SMART. En rojo, peptide sefial; en fucsia segmentos de baja

complejidad; RPT: repeticiones detectadas pero no cubiertas por dominios; SLH, en gris

Luego de este andlisis, realizamos un resumen sobre el alineamiento SlpC y SbsC de los

dominios estructurales y de secuencias encontrados sobre la proteina SIpC.

NW Score = 145

Identities = 280/1262 (22%), Positives = 450/1262 (36%), Gaps = 249/1262 (20%)
SLH1

S1lpCBsph 1 MAKQNKGRKFFAASATAALVASAIVPVASAAQLNDENKISGYAKEAVQSLVDAGVIQGDA 60
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SbsC

S1pCBsph 61

SbsC 59

S1pCBsphll2
SbsC 19
S1pCBsphl72
SbsC 167
S1pCBsph232
SbsC 219
S1pCBsph290
SbsC 279

S1lpCBsph 346

SbsC 39
S1pCBsph395
SbsC 399
S1pCBsph455
SbsC 440
S1lpC 514
SbsC 488
SlpC 573
SbsC 546
S1lpC 623
SbsC 606
S1lpC 683
SbsC 641
S1lpC 743
SbsC 677
SlpC 798
SbsC 719
S1lpC 853
SbsC 770
SlpC 901
SbsC 830
SlpC 961
SbsC 872
S1lpC 1021
SbsC 925
S1lpC 1066

M K+ K K ASA AA A P AS A D + AK  ++
MDKK-KAVKLATASAVAASAFVAANPHASQAA-TDVATVVSQAKAQMKEAYYTYSHTVTE
SLH1 SLH2
NGNENPLKTISRA--EAATIFTNALELE————- AEGDVNFKDVKA--DAWYYDATIAATVE
GF +K + A +A + NA+ + A+ D D++A + + + A + E
TGQFPDIKDVYAAYNKAKQAYANAVAVVNKAGGAKKDAYLADLQAIYETYVEKANPKSGE
SLH2 SLH3
NGIFEGVSATEFAPNKOLTRSEAAKILVDAFELEGEGDLSEFADASTVKPWAKSYLEIAV
+ + A +A R E K VDA +L+ +L + K E+
ARVATYIDAYNYATKLDKMRQEL-KAAVDAKDLKKAEEL—-———=—=————— YHKISYELKT
SLH3
ANGVIKGSEANGKTNLNPNAPITRODFAVVFSRTIENVDATPKVDKIEVVDAKTLNVTLS
++ G++ + D + R I ++ K E DA \Y%
RTVIL--DRVYGQSTRELLRSTFKADAQALRDRLIYDITVAMKAR--EAQDA----VKAG

DGTKETVTLEKALEPNKETEVTFK--IKDVEYKAKVTYVVTTATAVKSVSATNLKEVVVE
+ K L++ + + FK  ++ AK Y V+SVSA + \Y%
NLDKAKAALDQVNQYVSKVTDAFKAELQKAAQDAKAAYEAALTPKVESVSAIDSTSEFKVT

FDGTVDKETA—EDAANYALKSGKTI———KSVSLAADNKTATVTLTDKLNNNKADAISISN

F VDK TA + LK 4T KSV ++ TATVIL D L + K +
FTKPVDKATAIPKNFSITLKGTETKLYPKSVEVSESGL_
VK-AGDKEINVKNVEFTAVD—————————~ NKIPEVTEVKSLGTKAVKVTLSEPVENLSS
+K KE EFT NK+PE + V VK .

RN <P S I TFNFNKLPEDSAVDLTKYVTVKDAAGNVIKSGFE

TNFTLDGKAYFGNVVMGAGNKTVILTPYSSSALSVGDHKLTVSGAKDFAGFVSLNSTHEF

FT K G + G K+VI+ TV G GV L
LEFTSSEKLTQGKFINTTGKKSVIVNA-———————————— TVKGINVTTGNVIL-—————
KVVE

VED++A V+E T ++ ++ T+ A+ N + K G+ + S
—~AVEDEKAAEVSELKLT———————— KDNKEVVTLYANGNAFDKDGN---QISSGTLTLTA

IYKFVFKGSEKTLPTGKVDVYVEDIKDYSDNKIAKDTKVT—VTPEIDQTRPEVRKVTALD
K+K + G+E T D E + +A D VT + P + + +VT
KFKDQY-GNELTGKVAGTDYTFESLNP-EVLVVAPDGSVTPIVPGTALVKVKYGEVTKTI

EKTIKV-———- TFSKTVDGESAIK-——-TGNYTVKDK-DDKVVSVDKVTVDSKDSKSVII
T+K T + G S K T T+KD+ +K VI D ++ +V +
PVIVKANPVLETIAVDSTGVSVAKGQKATFKVTLKDQYGNKFTGNVNVTSDKTETATVSV

DLYSKVSVGENTITIKNVKDATKLNNTMLDYTGKFTRSDKEGPDYEHVINADAKAKKVVL
S + E T+T+ V + G T+ KG K KV
S-NSGIGQSEYTVIVNGVAE-——————————— GSTTITIKSG—————————— TKEVKV-—

KFDKKMDAASLADYSNYLVKINDTLQTLSEDVATLSVSNDATVVTITFAETIKGDDVVEA

++ o+ +NY +K+ D + + AT E+ +DV
————PVNVVAGGPVANYQIKVLDDGK-————————— IDKSAT——————— ESPANNDV—--—
SGKAISGSGKVNVNELQVMGVKDTSGNVHKKENGSENKITLSSTSTP————— LKLAKIDK
+L+V V D +GN+ N +T++S +T + +K

77777777777777 QLKVYAV-DANGNI-—-VGDITNDVTITSEATDTNGVIVNASKSTA

DYDAKYT————— AELVDRKTVKVKFSTVINSAAANAFTSESHKIDSIQVNGTSTVTVKEK
+ D Y ++ V ++T+ VK TV T + ++ I +TV K
NGDTVYVITDNGSKKVGKETLTVKLGTV-———————— TLGTVDVEVIDTTLKATVVTKKA
DEINTNASD-—————————— LDLK-VNLSKLVDIAGNESTNNTPIAIKAGINLLDSVAPV
D I +A+D LD+K N + +VD A +TN A+K+ ++ + S

DLIELDAADNGDALAKLLANLDIKDONGNPMVDSAATPNTNEKLQALKSVLSGIVSSDTS

VVGEPVVDKETITFTFSENLTSVSIGEVLSTDFTVTRVSDNKDLAIKDY SVATIANNNQVV
V+G SVS + L D +++ ++ K + V44
VIG-—————————————————— SVSNVDNLKDDASISGLAVKKAGTVTLTLVENEDSKIAP

ITLSDNREVATAYKVTAKNAKLITDDNGDKKNAIADFTKTTATKVEASGTLSLDAAKTNL
I ++ AT VT L+ G K TK TAT SG A +
IAITVKAPAATQDGVIVTGLDLVPGVTGVGK—————— TKFTATDKIKSGHKLYYAVDDS—

NNEITKAKDAKATGT--EGTAATNQI-VGSKDALQVAIDVAELVKNDT————————————
A A A GT T N+I VG+ + A + +++ D+
777777 AVPAPAVGTTRNSTKFANEITVGTTEVAANAGQIITVIEVDSSDRVVGYKTFTV

—AATLQQLTDAKTDLTAAITAYNAAKVEDISSLLVAP -
AA L D KT TA +T +V +LL DL G G A
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SbsC 979 EAADLSVAAD-KTGFTATVIPTGGNQVTTGKTLLAVSDLANGHKLYAAAAGSSAAAAPVK 1037

S1lpC 1124 - —~LVQVLKGDKVIKTGTVKVT——————— v o 1174
+ T + T+ T \Y A+ +I +++V + KV+ +T
SbsC 1038 GIAYTDTTVRTITYGTEVTSGTVEVDAQDGQHISIIEVDENGKVVGYKDYTITGIQIGTKS 1097

SlpC 1175 SE 1176
+

SbsC 1098 As 1099

Figura 38: Se marcan los Bloques estructurales de SbsC de Geobacillus stearothermophilus en SlpC de B.
sphaericus que corresponden a los probables CRD (carbohydrate binding domains). En gris estan
marcados los SLH, en verde los dominios tipo lectinas, en amarillo y rojo los probables CRD y en celeste
las repeticiones internas.
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Capitulo 2:

EXPRESION DE S-LAYER DE
Bacillus sphaericus: ESTRES

95



Mariana Allievi

Expresion de S-layer de Bacillus sphaericus durante estrés

El estudio de la respuesta a estrés es un tema de investigacion abordado por el
laboratorio donde se realizé la tesis. Siendo la Capa-S (S-layer) la primera barrera de
contacto en relaciéon al medio externo, esta puede sufrir modificaciones por estrés y en
particular por el agregado de NaCl, generando un estrés hiperosmético. En el presente
capitulo, se evaluard la funciéon de la proteina S-layer frente a distintos efectores de

estrés.

S-layer y desafio de estreses

Para investigar el rol de la S-layer en la adaptacion frente a estrés, se decidié ensayar
experimentos de pelado de S-layer y desafio con distintas condiciones de estrés. Estos
desafios fueron: estrés frio, de calor, acido, oxidativo, osmoético.

El protocolo fue el siguiente: cultivos liquidos en LB de Bacillus sphaericus 2362 en
fase exponencial de crecimiento fueron sometidos o no al pelado de S-layer por LiCl. A
esos dos tipos de cultivos (+ y — S-layer) se los enfrenté a estrés de temperatura (frio y
calor), acidez, etanol, peréxido y osmaético por cloruro de sodio del siguiente modo:

- Frio: -20°C 24 h

- Calor: calentamiento 60° C 30 min

- Acidez: pH 3,5 1h

- Etanol: + etanol 20% 30 min

- Oxidativo: LB 10 mM H,0, 1 h

- Hiperosmético: LB + 0,5 M NaCl, 3y 24 h

- Controles: LB sin tratamientos, 30 min, 1 hy 3 h

Luego se efectuaron recuentos en placas con diluciones seriadas al décimo y se

calcularon las UFC/ml.
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1,00E+09-
1,00E+08+
1,00E+07 - %
1,00E+06- N
UFC/ml %

1,00E+05+ § +Slayer
1,00E+04- § o -Slayer
1,00E+03- §

N
1,00E+02- .

control EtOH 60°C H202 Acido NaCl -20°C
0,5M
Estrés

Figura 39: Efecto de la ausencia de S-layer frente a distintas condiciones de estrés.

Se puede observar que los estreses de etanol, dcido, por calor y frio en si ya muestran
efectos deletéreos en la condicién control y no se modifican mayormente en los cultivos
depletados de S-layer (Figura 39).

Solo los tratamientos con peroxido e hiperosmoético no afectan la viabilidad de los
cultivos controles. En esos casos la eliminacién de la S-layer produce recuentos aun
menores que en el control no sometido a estrés.

Por ello se continuaron los experimentos de estrés por agregado de NaCl

(hiperosmotico).

Morfologia de células en estrés osmoético

Para evaluar las modificaciones en la envoltura celular por agregado de NaCl, se
hicieron observaciones microscopicas de los cultivos de Bacillus sphaericus 2362
crecidos en medio LB o LB + 1M NaCl (Microscopio Olympus, aumento 1000X)

En la Figura 40 se observa la diferencia de morfologias de la pared bacteriana de los
bacilos. En la condicién de estrés, los bacilos tienen una pared mucho mds angosta y
menos difusa que lo que se observa en la condicién normal, ademds de verse mucho

mads alargados.

Figura 40: Observacién de Bacillus sphaericus 2362 en condicién a) normal y b) de estrés osmético
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Esta morfologia de la pared puede deberse a un cambio que se produce en la capa S.
Mutantes de una S-layer de Bacillus anthracis (BslO) presentan la misma morfologia

que la que vemos en la condicién de hiperosmolaridad (Anderson et al, 2011).

Funcion de la proteina S-layer en el crecimiento de Bacillus sphaericus

durante el estrés osmotico

A fin de observar si la S-layer participaba en la osmoadaptacién, se realizaron ensayos
donde se compararon cultivos desprovistos (pelados) o no de S-layer.

En primer lugar se evalud la toxicidad del tratamiento de LiCl, observando la viablidad
del tratamiento de las células luego de quitarles la capa S. Para esto se trataron las
células con el agente desagregante y se observé la recuperacién en LB. Para eliminar la
S-layer, los cultivos fueron sometidos a tratamiento suave con LiCl. Cultivos crecidos
en LB 17hs son cosechados, tratados con LiCl (6M) durante 15 minutos.

Lo que se desprende del ensayo, es que el LiCl no afecta la viabilidad, y que las células
luego del pelado de capa S tienen una etapa lag para su recuperacion de 3 horas. Sin
embargo en esas condiciones y en presencia de NaCl no se observa crecimiento en las 4

horas del ensayo.

1,00E+09

1,00E+08 2/_5\—2//‘
1,00E+07

§ —e—NaCl 0,5M
S 1,00E+06 - —e —8—LiCl 0,6M
X
1,00E+05
1,00E+04 T T T T
0 1 2 3 4 5

Tiempo (hs)

Figura 41: Viabilidad luego del tratamiento de LiCl. También se observan las UFC/ml de un cultivo
crecido en hiperosmolaridad.
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En un segundo experimento se sometieron las células “peladas” de S-layers a diferentes
concentraciones de NaCl (0,3 0,5 y 0,7M). Como controles también se realizaron
cultivos sometidos directamente a estrés osmotico sin extraer las S-layers.

Las células a las cuales se les extrajo las S-layers tuvieron un crecimiento en todas las
condiciones de estrés mucho mads retrasado que las células que poseian su capa S intacta

en las mismas condiciones de estrés (Ver Figura 42)

2,00 [
1,80 /f
1,60

1,40 -

1,20 - /*
1,00
0,80 X/ f
0,60 s
0,40
0,20

0,00 T T T T
0 2 4

Tiempo (hs)

DO 600 nm

(o]
oo

Figura 42: crecimiento medido por DO 600 nm. Luego de extraccién de S-layer, se cultivé en LB + NaCl
en las Concentraciones indicadas. SF: control de células sin extraer la capa S

A diferentes tiempos del experimento se evalud la presencia de la S-layer en los cultivos
realizando un western blot revelando con anticuerpo anti S-layer. Como se observa en la
Figura 43, la S-layer se debe resintetizar en estadios tempranos del crecimiento

bacteriano (antes de las 3 hs).

A B C D E F G H

hs 7 5 8 7 5 5 4 3

Figura 43: WB de las células luego del pretratamiento
con LiCl. Revelado con anticuerpo anti S-layer. Calles
Ay B: células crecidas en LB 0,5M NaCl; calles C, D y
E, crecimiento en LB 0,3M NaCl; calles F, G y H,
crecimiento en LB. Las calles corresponden a los
cultivos de los tiempos post-extraccién de S-layer que
se indican en las calles.
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Teniendo en cuenta estos resultados, se buscé encontrar la condicién de tiempo de

recuperacién que permita observar la ausencia de S-layer (o de su ubicacion

superficie). Se realizé el mismo protocolo pero cosechando las células durante

primeras dos horas de recuperacion post-tratamiento con LiCl.

+S . -S .
Mk 0 LBI NI 0 LBILB2 NI N2 C*

cn

las
Ohs lhs 2hs 3.5hs
C+S| 040| 0.71 1.00 1.90
N+S| 047 047| 0.50 0.50
C-S| 039 040| 0.50 0.62
N-S| 039| 0.38| 0.38 0.48

Figura 44: Western blot de células luego del tratamiento con LiCl (-S) para quitar la proteina S-layer
o con solucién fisioldgica (+S). C+: proteina S-layer pura. LB, cultivo control; N, cultivo crecido en
0,5M NaCl; 1 y 2 indican 1 y 2 horas de recuperacion luego del pretratamiento. A la derecha se indica

la densidad dptica alcanzada al cosechar las células para el wb

1,50

1,30 -

1,10 1

0,90

0,70 -

DO 600 nm

0,50 :/ —

0,30 -

0,10 T
0 1

Tiempo (hs)

2

3

4

——C+S —8—05N+S —a—0-S —¢«—0.5N-S

Figura 45: crecimiento medido por DO 600 nm. Luego de extraccion de S-layer o no (-S y +5), se cultivd

en LB + 0,5 M NaCl.

En estos experimentos realizados en tiempos mds cortos post-tratamiento de

eliminacién de la S-layer, recién después de 3 hs de crecimiento se revela la presencia

de S-layer en cultivos en hiperosmolaridad, lo que coincide con el inicio del crecimiento.

En la condicién control no pareciera alterarse el crecimiento, bajo condiciones de
elevada concentracion de sal se observa un retardo significativo en el crecimiento. Esto

sugiere que la S-layer es necesaria en la osmoadaptacion.
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Analisis de expresion de las distintas cepas en diferentes condiciones de

osmolaridad, en células y secretadas al sobrenadante

Para evaluar las proteinas S-layer de las cepas B. sphaericus 2362 y C7 provenientes de
cultivos con o sin el agregado de NaCl como efector de estrés (LBN y LB), se

extrajeron las proteinas S-layer y corrieron en un gel de poliacrilamida 7,5%.

LB LBN
2362 Cc7 2362 Cc7

| —— A S—g

——
Figura 46: Tincién con coomassie blue de un SDS-PAGE 7,5% de extraccién de S-layer de B. sphaericus
2362 y C7 crecidos en medio LB y LB + NaCl 0,6M (LB y LBN correspondientemente).

Como puede verse en la figura, en la condicidén control de crecimiento en ambas cepas
puede distinguirse dos formas de proteina, de pesos moleculares aparentes de 130 y 116
kDa, mientras que en la condicion de estrés osmotico, s6lo se observa una banda tnica
de PM cercano a 129 kDa. Esta diferencia puede ser debida entonces a la presencia de
S-layer glicosilada, en uno o dos sitios, con heterogenicidad del largo de los glicanos; o

alguna otra modificacién postraduccional.

Para otorgar identidad de las proteinas, se realizé un western blot de las mismas

corridas. LB LBN

2362 C7 2362 C7

S ———

Figura 47: Western blot de extraccién de S-layer de B. sphaericus 2362 y C7 crecidos en medio LB y LB
+ NaCl 0,6M revelado con Ac anti S-layer B. sphaericus 2362.

Como se aprecia en la figura, todas las bandas de las extracciones corresponden a
proteinas S-layer.
El peso molecular de la proteina de accuerdo a su secuencia proteica deberia ser de

125kDa. La obtencion de dos bandas hace sospechar que por lo menos una de ellas
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correponde a modificaciones postraduccionales o a la utilizacién de un promotor
alternativo.

Se sabe que la glicosilacion representa la mayor modificacion postraduccional en
bacterias y, en particular, en las S-layers. Dentro de la familia Bacillaceae, estas
glicoproteinas poseen una larga cadena de glicanos unidos en uniones O-glicosidicas.
En algunas ocasiones, la glicoproteina guarda relacion con los efectos patogénicos de la
especie (Messner et al, 2008) y puede variar con el estado fisiolégico, de modo de
diversificar las propiedades de superficie para supervivencia en un habitat competitivo.
En este contexto, se decidié analizar las S-layers de cultivos obtenidas de LB con o sin
NaCl 0,6M de distintas fases de crecimiento. Se cosecharon células de fase exponencial
(DOgpo ~ 1) y de cultivos de fase estacionaria (DOggp ~ 4-5). Las alicuotas normalizaron
a la misma densidad dptica y se separd el pellet del sobrenadante. Todas las fases y

alicuotas se liofilizaron y se corrieron en un SDS-PAGE, seguido de western blot.
Exponencial Estacionaria

C C N N C C N N
Cel Sob Cel Sob Cel Sob  Cel Sob

-— =1 n-‘__-

Figura 48: Western blot de distintas fases de crecimiento en condiciones C:control y N: hiperosmolaridad.
Cel: S-layer proveniente de células, Sob: proveniente de sobrenadante. Panel A y B: mayor y menor
tiempo de exposicion en el revelado respectivamente.

Como se puede observar en la figura 48, durante la fase estacionaria, una gran cantidad
de S-layer queda expulsada en el sobrenadante y corresponden a la forma de mayor peso

molecular.

Todas estas formas proteicas encontradas fueron cuantificadas por densitometria. La
mayor diferencia entre ambas formas se observa en fase estacionaria. Mientras que en
las células en medio control la mayor parte de la proteina tiene alto peso molecular (en
proporciones 0,8 vs 0,2), la excretada o desprendida al sobrenadante es la de menor
peso molecular (en relacién 0,9 vs 0,1). En condicién de alta osmolaridad, la proteina
hallada tanto en la célula como en el sobrenadante es de alto peso molecular, en menor
cantidad que en la condicién de crecimiento en LB, alrededor de un 40 % respecto del

crecimiento en medio control (ver tabla 8).

Densitometria _en fase | células en LB | sobrenadante | células en N sobrenadante en
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exponencial LB N

Mayor PM aparente 58 ND 26 1

Menor PM aparente 81 2 80 0
Densitometria en fase sobrenadante sobrenadante
estacionaria células en LB LB células en N en N
Mayor PM aparente 100,0 5,6 42,8 41,1
Menor PM aparente 26,6 41.8 10,1 2,0

Tabla 8: Densitometria de las formas proteicas halladas. Se tomé como referencia (100%) la banda de
mayor intensidad.

En la Figura 48 puede verse una diferencia de peso molecular entre dos formas de S-

layer que fue calculada (Tabla 9)

PM 2362 2362 N
mayor 130,1£8,1| 129,6 +5,6
menor 116,8 £5,3

Tabla 9: Célculo de peso molecular para las tres formas proteicas de S-layer.

Autores han reportado que en un mismo microorganismo pueden coexistir distintos
grados de glicosilacion de una misma proteina S-layer. Un ejemplo es el
microorganismo Geobacillus stearotermophilus, que posee tres grados de glicosilacion
para la misma S-layer (Schiffer y Messner 2001). Ademas, sostienen que las bacterias
pueden regular la glicosilacion en S-layers de modo que no sélo varien el nimero de
sitios que se glicosilan (macroheterogenicidad) sino también el grado en que se glicosila
cada uno de los sitios, en cuanto al largo de la cadena de glicanos
(microheterogenicidad).

A fin de comprobar si estas diferencias se deben a la glicosilacién de una de las formas,
se realizd una corrida SDS-PAGE seguida de una tincién que revela glicoproteinas
(Gander JE, 1984) de todas estas formas (ver capitulo 1) (Esta técnica revela residuos
hexosas, hexuronosil o pentosas). Se observa que en todas condiciones la proteina
podria estar glicosilada. Estos resultados indican que podria haber una regulacién de la

sintesis proteica y de su direccionamiento en medio de hiperosmolaridad.

Para comprobar si los clones de B. sphaericus C7 y C11 responden de la misma forma a

las condiciones de estrés, se analizaron las S-layer en las dos condiciones: LB y LBN
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Como se observa en la figura 49, estas cepas presentan la misma distribucion de formas.

Por otro lado, la produccién de S-layer en medio salino es mucho mayor en estas cepas

que en la 2362.

Mk 2362 C7 Cc11

lB___IB
ey

. ' ‘.’4
o7kDa {8 Te—

Figura 49: Coomassie de una corrida electroforética en condiciones de cultivo en medio LB y LBN
hiperosmolaridad para las cepas B. sphaericus 2362, C7y Cl11.

También se analizé la presencia de S-layer en las distintas fases de crecimiento,

sometidas o no a estrés, tanto las que forman parte de la envoltura como las secretadas

al medio.

Exponencial Estacionaria Exponencial Estacionaria
C C N N C C N N c ¢ N N C C N N
Cel Sob Cel Sob Cel Sob Cel Sob Cel Sob Cel Sob Cel Sob Cel Sob

T ER—e— e W . — T

Figura 50: Western blot de distintas fases de crecimiento en condiciones C: control y N: hiperosmolaridad.
Cel: S-layer proveniente de células, Sob: proveniente de sobrenadante. Panel izquierdo, Bacillus
sphaericus C11; panel derecho C7.

Analisis para C11

Densitometria respecto a mayor
PM aparente en C11 LB

Mayor PM 100,0 4.2 106,8 38,3 79,2 ND 86,6 | 1019
Menor PM 4.2 0,7 16,2 0,1 5,1 6,4 17,6 0,5

Analisis para C7

Densitometria respecto a mayor

PM aparente en C7 LB
Mayor PM 100,0 0,5 13,4 24 16,3 ND 219 25
Menor PM 4,6 0,3 3,9 01 01 43 04 0,2

Tabla 10: densitometria

El patréon de sintesis de las proteinas en distintas condiciones y en distintos
compartimientos celulares (envoltura y sobrenadante) es similar al encontrado en la

cepa de Bacillus sphaericus 2362.
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Todas estas formas fueron enviadas para identificar por el servicio de MALDI de esta
facultad (CEQUIBIEM), reafirmando que las tres S-layer tienen la misma secuencia

proteica.

Andlisis de la expresion por Real Time PCR

Para determinar si hay un cambio en la concentracién proteica de la S-layer en medio
hiperosmético, se realizaron cultivos en medio LB y LB + 0,5M NaCl y fueron
cosechados en fase exponencial de crecimiento. Posteriormente se analizé el nivel de
proteina expresada en la superficie bacteriana. Como puede observarse en la figura 51,
en condicién de hiperosmolaridad, aumenta la concentracién de proteina S-layer en la

envoltura.

170
130

75

Figura 51: Tincién de coomassie de S-layer provenientes de cultivos en LB (1, 2, 3) y LBN (4, 5, 6) en
fase exponencial. Calles: 1y 4, tal cual; 2 y 5, dilucién 1/10; 3 y 6, dilucién 1/100

Nos intereso saber si este aumento se debe a mayor estabilidad, menor degradacion, o
mayor transcripcion. Para esto hicimos una Real Time PCR con primers que amplifican
para una region del gen que codifica para ARNr 16S (gen normalizador) y primers que
amplifican para region codificante de la S-layer. En la figura 52 se ve el producto final

de expresion corrido en un gel de agarosa, como control de la RT.

Mk 16S slayer

1000

750

500

250

Figura 52: Gel de agarosa del producto de Real Time PCR de los genes utilizados para amplificar el gen
ARNTr 16S y el gen de la proteina S-layer

Se analiz6 el nivel de expresion y se obtuvo como resultado que existe un aumento de

sintesis de mensajeros en la condicion de hiperosmolaridad mayor a 2 veces y media.
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ACt sIpC-
Condicion | CtgensipC | Ctgen 16s 16s AACtcontrol Actividad
relativa
Control 21,61 29,99 -8,38 0 1
0,5 M NaCl 20,91 30,94 -10,03 -1,65 2,7225

Tabla 11: Real Time PCR

Observamos que el aumento en la expresion de la proteina S-layer en alta sal no es
significativo.

En efecto, en LBN la cantidad de proteina S-layer es mayor: tanto la fijada a la
envoltura como la secretada al sobrenadante.

Los experimentos de depletado de los cultivos de S-layer, indican claramente que la
capa S es importante para sobrellevar el estrés. ;A qué se deben por un lado el aumento
de capa S en las células y le expulsion hacia el sobrenadante en la condiciéon LBN?
(Podrian estos resultados deberse a que como la proteina se encuentra adherida en la
célula por fuerzas no covalentes en la condicién de alta concentraciéon de NaCl, hay un
aumento de la fuerza idnica, lo que aumenta la cantidad de S-layer liberada al medio?
Puesto que se “libera” proteina, la célula debe sintetizar mas S-layer para dirigirla a la
pared, lo que se refleja en el aumento en el nivel de expresion.

Resultados similares tanto de cantidades de S-layer como de aparicion de diferentes
formas en cuanto al peso molecular frente al estrés osmoético se han obtenido en el
laboratorio con  cultivos de Lactobacillus acidophilus (Paula Ojeda Tesis de
licenciatura diciembre 2011). En esta caso se postuldé que el aumento en la cantidad de
proteina S-layer sintetizada en estrés salino cumpliria la funcién de proveer rigidez para
contrarrestar la laxitud de la nueva pared celular provocada por las diferencias en
peptidoglicanos + 4cidos teicoicos ya observados en trabajos previos del laboratorio
(Piuri y Palomino tesis doctorales).

En cuanto a el o los tipos de S-layer, tanto los resultados aqui presentados, como los
obtenidos en otras especies, sugieren la presencia de modificaciones postraduccionales
(glicosilacion o lipidizacion) importantes para expresar virulencia y/o adhesion a células
epiteliales blanco de accidén. Estos cambios, a diferencia de los cambios en la
composiciéon de aminodcidos, permiten adaptarse a modificaciones transientes

ambientales relativamente rapidos y reversibles.
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Andlisis de las secuencias proteicas mediante MALDI TOF

Sabiendo que la proteina podria ejercer un rol en la osmoadaptacién y que quizds se vea
reflejado en modificaciones en su estructura, ya sea primaria o conformacional, se
decidié enviar a secuenciar por MALDI las tres formas observadas en las corridas
electroforéticas y la encontrada para las de la cepa C7.

Cada una de las bandas obtenidas y purificadas, se traté con tripsina a fin de obtener el
espectro de péptidos. El reporte de la secuenciacion indica que todas las proteinas

corresponden a una S-layer tipica de B. sphaericus.
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Figura 53: Andlisis MALDI TOF. Espectros de % de intensidad en funcién de la relacién m/z de los
resultados de tripsinizacién de las proteinas S-layer provenientes de Bacillus sphaericus 2362 crecido
en LB (proteinas de 130 y de 116 kDa, grande y chica respectivamente) y en LB + NaCl 0,6M; y de la
proteina S-layer de la cepa C7.
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Los péptidos obtenidos son similares en todas las muestras. Sin embargo algunos de los
péptidos se hallan presentes solo en la condicion control (LB) y ausentes en otros. Por
ejemplo, los péptidos de m/z 2352, 2696, 3037 y 3525 estdn presentes en la proteina
extraida desde la condicién de hiperosmolaridad (LBN) y no estdn en la de condicién de
crecimiento en LB. Los péptidos 1323 y 1564 aparecen en S-layer de la cepa C7 y no

aparecen en las otras tres proteinas.

Con algunos de los péptidos de cada una de las proteinas se secuencié para obtener las
huellas peptidicas que permiten identificar los aminodcidos que componen las proteinas
en cuestion. A continuacion en la figura se muestran en rojo los productos que lograron

ser secuenciados luego de la digestion con tripsina.

MA1 2362 LB grande score 389

1 MAKQNKGRKF FAASATAALV ASAIVPVASA AQLNDFNKIS GYAKEAVQSL
51 VDAGVIQGDA NGNFNPLKTI SRAEAATIFT NALELEAEGD VNFKDVKADA
101 WYYDAIAATV ENGIFEGV SA TEFAPNKQLT RSEAAKILVD AFELEGEGDL
151 SEFADASTVK PWAKSYLEIA VANGVIKGSE ANGKTNLNPN APITRQDFAV
201 VFSRTIENVD ATPKVDKIEV VDAKTLNVTL SDGTKETVTL EKALEPNKET
251 EVTFKIKDVE YKAKVTYVVT TATAVKSVSA TNLKEVVVEF DGTVDKETAE
301 DAANYALKSG KTIKSVSLAA DNKTATVTLT DKLNNNKADA ISISNVKAGD
351 KEINVKNVEF TAVDNKIPEV TEVKSLGTKA VKVTLSEPVE NLSSTNFTLD
401 GKAYFGNVVM GAGNKTVILT PYSSSALSVG DHKLTVSGAK DFAGFVSLNS
451 THEFKVVEDK EAPTVTEATA TLETVTLTFS EDIDMDTVKA SNVYWKSGDS
501 KKEASEFERI ADNKYKFV FK GSEKTLPTGK VDV'YVEDIKD Y SDNKIAKDT
551 KVTVTPEDQ TRPEVRKVTA LDEKTIKVTF SKTVDGESAI KTGNY TVKDK
601 DDKVVSVDKV TVDSKDSKSV IIDLYSKVSV GENTITIKNV KDATKLNNTM
651 LDYTGKFTRS DKEGPDYEHV INADAKAKKV VLKFDKKMDA ASLADYSNYL
701 VKINDTLQTL SEDVATLSV'S NDATVVTITF AETIKGDDVV FASGKAISGS
751 GKVNVNELQV MGV KDTSGNV HKKFNGSENK ITLSSTSTPL KLAKIDKDYD
801 AKYTAELVDR KTVKVKFSTV INSAAANAFT SESHKIDSIQ VNGTSTVTVK
851 FKDEINTNAS DLDLKVNLSK LVDIAGNEST NNTPIAIKAG INLLDSVAPV
901 VVGEPVVDKE TITFTFSENL TSVSIGEVLS TDFTVTRVSD NKDLAIKKDYS
951 VAIANNNQVV ITLSDNREVA TAYKVTAKNA KLITDDNGDK KNAIADFTKT
1001 TATKVEASGT LSLDAAKTNL NNETKAKDA KATGTEGTAA TNQIVGSKDA
1051 LQVAIDVAEL VKNDTAATLQ QLTDAKTDLT AAITAYNAAK VEDISSLLVA
1101 PDLVLGTTDN GTITGFVAGT GETLKVTSDS AANVEVTDPT GLAVTAKAKG
1151 EANLVQVLK GDKVIKTGTV KVTVSE

MA42362N  score 445

1 MAKQNKGRKF FAASATAALY ASAIVPVASA AQLNDFNKIS GYAKEAVQSL
51 VDAGVIQGDA NGNFNPLKTI SRAEAATIFT NALELEAEGD VNFKDVKADA
101 WYYDAIAATV ENGIFEGV SA TEFAPNKQLT RSEAAKILVD AFELEGEGDL
151 SEFADASTVK PWAKSYLEIA VANGVIKGSE ANGKTNLNPN APITRQDFAV
201 VFSRTIENVD ATPKVDKIEV VDAKTLNVTL SDGTKETVTL EKALEPNKET
251 EVTFKIKDVE YKAKVTYVVT TATAVKSVSA TNLKEVVVEF DGTVDKETAE
301 DAANYALKSG KTIKSVSLAA DNKTATVTLT DKLNNNKADA ISISNVKAGD
351 KEINVKNVEF TAVDNKIPEV TEVKSLGTKA VKVTLSEPVE NLSSTNFTLD
401 GKAYFGNVVM GAGNKTVILT PYSSSALSV G DHKLTVSGAK DFAGFVSLNS
451 THEFKVVEDK EAPTVTEATA TLETVTLTFS EDIDMDTVKA SNVYWKSGDS
501 KKEASEFERI ADNKYKFV FK GSEKTLPTGK VDV'Y VEDIKD Y SDNKIAKDT
551 KVTVTPEIDQ TRPEVRKVTA LDEKTIKVTF SKTVDGESAI KTGNY TVKDK
601 DDKVVSVDKV TVDSKDSKSV IIDLYSKVSV GENTITIKNV KDATKLNNTM
651 LDY TGKFTRS DKEGPDY EHV INADAKAKKV VLKFDKKMDA ASLADYSNYL
701 VKINDTLQTL SEDVATLSV S NDATVVTITF AETIKGDDVV FASGKAISGS
751 GKVNVNELQV MGVKDTSGNV HKKFNGSENK ITLSSTSTPL KLAKIDKDY D
801 AKYTAELVDR KTVKVKFSTV INSAAANAFT SESHKIDSIQ VNGTSTVTVK
851 FKDEINTNAS DLDLKVNLSK LVDIAGNEST NNTPIAIKAG INLLDSVAPV
901 VVGEPVVDKE TITFTFSENL TSVSIGEVLS TDFTVTRVSD NKDLAKDYS
951 VAIANNNQVV ITLSDNREVA TAYKVTAKNA KLITDDNGDK KNAIADFTKT
1001 TATKVEASGT LSLDAAKTNL NNETKAKDA KATGTEGTAA TNQIVGSKDA
1051 LQVAIDVAEL VKNDTAATLQ QLTDAKTDLT AAITAYNAAK VEDISSLLVA
1101 PDLVLGTTDN GTITGFVAGT GETLKVTSDS AANVEVTDPT GLAVTAKAKG
1151 EANLVQVLK GDKVIKTGTV KVTVSE

MA2 2362 LB chica score 290

1 MAKQNKGRKF FAASATAALV ASAIVPVASA AQLNDFNKIS GYAKEAVQSL
51 VDAGVIQGDA NGNFNPLKTI SRAEAATIFT NALELEAEGD VNFKDVKADA
101 WYYDAIAATV ENGIFEGVSA TEFAPNKQLT RSEAAKILVD AFELEGEGDL
151 SEFADASTVK PWAKSYLEIA VANGVIKGSE ANGKTNLNPN APITRQDFAV
201 VFSRTIENVD ATPKVDKIEV VDAKTLNV TL SDGTKETVTL EKALEPNKET
251 EVTFKIKDVE YKAKVTYVVT TATAVKSVSA TNLKEVVVEF DGTVDKETAE
301 DAANYALKSG KTIKSVSLAA DNKTATVTLT DKLNNNKADA ISISNVKAGD
351 KEINVKNVEF TAVDNKIPEV TEVKSLGTKA VKVTLSEPVENLSSTNFTLD
401 GKAYFGNVVM GAGNKTVILT PYSSSALSVG DHKLTVSGAK DFAGFVSLNS
451 THEFKVVEDK EAPTVTEATA TLETVTLTFS EDIDMDTVKA SNVYWKSGDS
501 KKEASEFERI ADNKYKFVFK GSEKTLPTGK VDV YVEDIKD Y SDNKIAKDT
551 KVTVTPEDQ TRPEVRKVTA LDEKTIKVTF SKTVDGESAIKTGNY TVKDK
601 DDKVVSVDKV TVDSKDSKSV IIDLYSKVSV GENTITIKNV KDATKLNNTM
651 LDYTGKFTRS DKEGPDYEHV INADAKAKKV VLKFDKKMDA ASLADYSNYL
701 VKINDTLQTL SEDVATLSVS NDATVVTITF AETIKGDDVV FASGKAISGS
751 GKVNVNELQV MGV KDTSGNV HKKFNGSENK ITLSSTSTPL KLAKIDKDY D
801 AKYTAELVDR KTVKVKFSTV INSAAANAFT SESHKIDSIQ VNGTSTVTVK
851 FKDEINTNAS DLDLKVNLSK LVDIAGNEST NNTPIAIKAG INLLDSVAPV
901 VVGEPVVDKE TITFTFSENL TSVSIGEVLS TDFTVTRV SD NKDLAIKDYS
951 VAIANNNQVV ITLSDNREVA TAYKVTAKNA KLITDDNGDK KNAIADFTKT
1001 TATKVEASGT LSLDAAKTNL NNETKAKDA KATGTEGTAA TNQIVGSKDA
1051 LQVAIDVAEL VKNDTAATLQ QLTDAKTDLT AAITAYNAAK VEDISSLLVA
1101 PDLVLGTTDN GTITGFVAGT GETLKVTSDS AANVEVTDPT GLAVTAKAKG
1151 EANLVQVLK GDKVIKTGTV KVTVSE

C7 grande en LBscore 389

1 MAKQNKGRKF FAASATAALV ASAIVPVASA AQLNDFNKIS GYAKEAVQSL
51 VDAGVIQGDA NGNFNPLKTI SRAEAATIFT NALELEAEGD VNFKDVKADA
101 WYYDAIAATV ENGIFEGVSA TEFAPNKQLT RSEAAKILVD AFELEGEGDL
151 SEFADASTVK PWAKSYLEIA VANGVIKGSE ANGKTNLNPN APITRQDFAV
201 VFSRTIENVD ATPKVDKIEV VDAKTLNVTL SDGTKETVTL EKALEPNKET
251 EVTFKIKDVE YKAKVTYVVT TATAVKSVSA TNLKEVVVEF DGTVDKETAE
301 DAANYALKSG KTIKSVSLAA DNKTATVTLT DKLNNNKADA ISISNVKAGD
351 KEINVKNVEF TAVDNKIPEV TEVKSLGTKA VKVTLSEPVE NLSSTNFTLD
401 GKAYFGNVVM GAGNKTVILT PYSSSALSVG DHKLTVSGAK DFAGFVSLNS
451 THEFKV VEDK EAPTVTEATA TLETVTLTFS EDIDMDTVKA SNVYWKSGDS
501 KKEASEFERI ADNKY KFVFK GSEKTLPTGK VDV VEDIKD Y SDNKIAKDT
551 KVTVTPEIDQ TRPEVRKVTA LDEKTIKV TF SKTVDGESAI KTGNY TVKDK
601 DDKVVSVDKV TVDSKDSKSV IIDLY SKVSV GENTITIKNV KDATKLNNTM
651 LDYTGKFTRS DKEGPDY EHV INADAKAKKV VLKFDKKMDA ASLADYSNYL
701 VKINDTLQTL SEDVATLSVS NDATVVTITF AETIKGDDVV FASGKAISGS
751 GKVNVNELQV MGV KDTSGNV HKKFNGSENK ITLSSTSTPL KLAKIDKDY D
801 AKYTAELVDR KTVKVKFSTV INSAAANAFT SESHKIDSIQ VNGTSTVTVK
851 FKDEINTNAS DLDLKVNLSK LVDIAGNEST NNTPIAIKAG INLLDSVAPV
901 VVGEPVVDKE TITFTFSENL TSVSIGEVLS TDFTVTRVSD NKDLAIKKDYS
951 VAIANNNQVV ITLSDNREVA TAYKVTAKNA KLITDDNGDK KNAIADFTKT
1001 TATKVEASGT LSLDAAKTNL NNETKAKDA KATGTEGTAA TNQIVGSKDA
1051 LQVAIDVAEL VKNDTAATLQ QLTDAKTDLT AAITAYNAAK VEDISSLLVA
1101 PDLVLGTTDN GTTGFVAGT GETLKVTSDS AANVEVTDPT GLAVTAKAKG
1151 EANILVQVLK GDKVIKTGTV KVTVSE
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Figura 54: Secuencia aminoacidica de la proteina S-layer. En rojo se indica para cada una de las
proteinas secuenciadas los productos de digestién por tripsina que pudieron identificarse.

En el grafico de la figura se ilustran los péptidos tedricos que se obtendrian de la
digestion con tripsina de la secuencia de S-layer y los péptidos reales obtenidos para las

secuenciaciones para la cepa 2362.

Como resultado mas evidente, los productos peptidicos hallados para la condicién N son
diferentes de las otras tres proteinas S-layer extraidas. Pueden observarse péptidos hacia
el extremo amino terminal que no se encuentran en la condicién control. Es decir, que
hacia el extremo amino terminal de la condicién N la tripsina corté mas eficientemente
que en el resto de los casos. Una probable razén para que ocurra mayor corte es que en
N los sitios estén mdas expuestos, por un plegado conformacional diferente entre las
condiciones. Por otro lado, podria estar ocurriendo que en la condicién control alguna
modificacion los sitios de corte con tripsina y permite mayor anclaje.

Hacia el extremo carboxilo, se produce mayor digestiéon para la proteina pequeiia de la
condiciéon LB. En cuanto a la proteina de la cepa C7, notamos que no hay diferencia con

la proteina de mayor peso molecular aparente de la condicién control.

Peptidos obtenidos con Tripsina

W 2362 grande W 2362 chica m2362 N Mitripsina

Figura 55: Andlisis MALDI TOF. Péptidos obtenidos luego de la digestién con tripsina. En violeta se
graficé los tamafios de los péptidos obtenidos luego de realizar un corte tedrico.
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Con estos datos, podemos concluir:

- Que las 3 cepas 2362, C7 y C11 de B. sphaercus producen proteinas S-layer
similares y modulables en su composicion y fijacion a la envoltura.

- Que estas proteinas son esenciales para su crecimiento en condiciones de
estrés osmotico, lo que implica mayor produccion de la proteina y presencia de
una S-layer de mayor peso molecular.

- Que presentan modificaciones de peso molecular que podrian deberse a
modificaciones postraduccionales (glicosilaciones no convencionales,
lipidizaciones), adherencia mas fuerte al componente de anclaje (SWCP) o a
utilizacion de algin promotor de estrés que brindaria una proteina de diferente

tamaiio con algin motivo peptidico adicional en su extremo amino terminal.
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ACTIVIDAD INSECTICIDA
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Actividad insecticida

Cepas de B. sphaericus del serogrupo HS5 como 2362, C7 y CI11 presentan actividad
entomopatégena contra larvas de mosquitos, en especial las del género Culex.
Casualmente Culex (y en particular quinquefasciatus) es el género mas abundante tanto
en Buenos Aires como en Cérdoba (Gleiser y Zalazar 2010). Con menor susceptibilidad,
algunas especies de Anopheles, Aedes (Aedes aegypti es el mosquito transmisor del
virus del dengue) y Mansonia pueden ser blanco de estas toxinas. Estos mosquitos son
transmisores de varias patologias virales como Dengue, malaria, fiebre del Nilo y
encefalitis.

Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) y Bacillus sphaericus son los dos agentes de
control biolégico para larvas de mosquito mads utilizados y presentan rangos de
huéspedes susceptibles y actividades complementarias. Esta complementariedad
condujo a varios grupos de investigacidn a construir cepas recombinantes con ambas
toxinas, principalmente en Bti, ya que las cepas de B. sphaericus son dificilmente
transformables, como se verd mds adelante. Algunas formulaciones de B. sphaericus se
usaron en programas operacionales de campo (Klein et al, 2002). Se ha observado en
campos experimentales un set de proteinas larvicidas de Bti que actuarian de manera
sinérgica y que disminuirian el desarrollo de resistencias esencialmente por la presencia
de proteinas con actividad hemolitica (Cyt). Estos bioinsecticidas son lo més atractivo
para un posible reemplazo de los insecticidas quimicos (El-Bendary 2006).

A principios de 2009, Argentina sufrié un brote de dengue en varias provincias del
territorio, y se focaliz6 en esfuerzos para controlar la epidemia a través de la prevencion
primaria: la erradicacién del vector (mosquito Aedes aegypti) desde la reproduccion.
Existen dos etapas principales de control: el mosquito adulto y la larva. Estos
bioinseciticidas son solo activos en larvas y este trabajo se enfocé en esta ultima
instancia. El estudio de la accién larvicida de la S-layer de Bacillus sphaericus 2362y
cepas relacionadas abriria las puertas de un nuevo aspecto a tener en cuenta a la hora de
desarrollar programas de control de plagas frente a la reciente epidemia de dengue en
Argentina.

Recordemos que son varias las toxinas y las etapas de su producciéon. Durante la fase
vegetativa B. sphaericus sintetiza 3 proteinas Mtx con diferente tipo de actividad
larvicida, siendo la Mtx1 la mds cercana en cuanto a peso molecular y localizacion en la

envoltura con la S-layer. Durante la esporulaciéon las Mtx son degradadas por la
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importante actividad proteolitica que ocurre en esta etapa y solo permanece la actividad
larvicida de la toxina binaria presente en el exosporium junto con la espora. Hay que
mencionar que en estas preparaciones de espora-cristal queda asociada la S-layer, como
se vera en el capitulo sobre biorremediacion (Allievi et al, 2011). Por otro lado,
Pollmann (2005) sugiere que la estructura de la Capa S de estas cepas contribuiria a su
patogenicidad. En la literatura existe una gran confusién en cuanto a la presencia de una
proteina de peso molecular 120kDa con actividad larvicida producida en fase vegetativa
que podria ser tanto la Mtx1 como la S-layer.

Es el trabajo de Pefla y colaboradores (2006) que demuestra por primera vez la
toxicidad de la S-layer de una cepa de B. thuringiensis frente a coledpteros. En ese
contexto, el estudio de la actividad larvicida en B. sphaericus de sus S-layers es
relevante, pues ésta podria mejorar el control de insectos, sumdndose a las toxinas
binarias.

Teniendo en cuenta estas observaciones, nos dispusimos a realizar los primeros
abordajes experimentales, con la colaboracién del Grupo de Estudio de Mosquitos, del
Dpto. de Ecologia, Genética y Evolucion, de esta Facultad.

Para ello se trabajé con S-layers purificadas provenientes de las cepas de B. sphaericus
2362, C7 y Cl11 aisladas en el laboratorio por presentar mayor toxicidad en
preparaciones de espora-cristal (Lanati). Es importante sefialar que las 3 cepas producen
S-layer con importantes similitudes tanto por ser reconocidas por el anticuerpo
especifico de 2362, su alto peso molecular, punto isoeléctrico acidico como por su

concentracion e ubicacion frente a estrés osmético (Capitulo de estrés).

Evaluacion de toxicidad de las distintas cepas en esporas frente a Culex

Se utilizaron larvas de Culex provenientes de charcos de agua de lluvia de la ciudad.
Evaluamos en primera instancia y en nuestras condiciones la toxicidad de las
preparaciones de esporas-cristal de B. sphaericus 2362. Se utilizaron diluciones seriadas
donde se evalu6 el nimero de esporas por recuentos en placas (UFC/ml). En placas de
Petri conteniendo 20 ml de agua declorada por aeraciéon y 20 larvas de estadio III se
agregaron las diferentes diluciones de espora-cristal. Hasta 1.10° UFC de esporas

enfrentadas a 20 larvas en 20 ml, la mortalidad fue del 100% (Figura 56). La LCsy en
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nuestro caso fue de 1014 £ 51 UFC/ml. Se ensay¢ la dilucién adecuada para utilizar en

los experimentos de sinergia.

Efecto insecticida esporas B. sphaericus 2362

% de mortalidad

1E+07 1000000 100000 10000 1000
UFC esporas

Figura 56: Efecto larvicida de esporas-cristal de Bacillus sphaericus 2362.

También testeamos las preparaciones de espora crista de la cepa C7.

Efecto insecticida esporas B. sphaericus C7

% de mortalidad

5,00E+06 5,00E+05 5,00E+04 5,00E+03 5,00E+02

UFC esporas

Figura 57: Efecto larvicida de esporas-cristal Bacillus sphaericus C7

Los resultados indicaron que hasta 5.10° UFC por placa de 20 ml la toxicidad fue del
100% (Figura 57). La LCsy para las esporas de C7 fue de 550 + 19 UFC/ml. Estos
valores difieren a los encontrados inicialmente en nuestro laboratorio. Es posible que las
diferencias se deban a variaciones intraespecificas del organismo blanco (larvas del
género Culex) y a las diferencias de susceptibilidad de los distintos estadios larvales del

mismo. Dado que es dificil lograr una perfecta sincronia en el desarrollo de estos
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insectos, leves variaciones en los estadios larvales utilizados (Il y III), pudieron haber
generado las diferencias observadas. Igualmente comprobamos que tienen una toxicidad
superior (LCsyp menor) a la cepa de referencia 2362 utilizada (LCsp= 13 UFC/ml para C7
y 1977 UFC/ml para 2362). Esta cepa produce toxinas Bin en cantidades y peso
molecular similar a la cepa 2362. Siendo la toxina Mtx degradada en estas
preparaciones se postuld que seria la presencia de S-layer la causa de este aumento de la
toxicidad. En el Capitulo 1 mostramos que esta cepa C7 (al igual que C11) produce

mayores cantidades de S-layer.

Efecto insecticida de S-layer de Bacillus sphaericus

Para determinar si la S-layer contribuye a la patogenicidad, se purific la proteina S-

layer de B. sphaericus 2362 y se las enfrent6 a las larvas de estadio 3 de Culex sp.

Efecto insecticida S-layer B. sphaericus 2362

% de mortalidad

450 70 45 35 7 c

Mg proteina

Figura 58: Efecto larvicida de S-layer frente a larvas estadio 3 de Culex sp. Se grafica el porcentaje de
mortalidad de las larvas. Todos los experimentos fueron realizados por duplicado.

Como se ve en la Figura 58, las S-layer mostraron tener actividad larvicida de manera

dosis dependiente. Con 450 ug de S-layer, la mortalidad fue del 100%.
Luego ensayamos la toxicidad de la proteina S-layer del clon C7 frente a larvas de

estadio 3 de Culex sp y obtuvimos una respuesta dosis dependiente de la S-layer. Con

80 ug de proteina la mortalidad fue del 100% mientras que con 12 pg ain hubo cierta
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mortalidad, muy baja. Se observa un claro efecto larvicida de la proteina pura (Figura
59).

Efecto insecticida S-layer B. sphaericus C7

100-
T 80-
=
S 60
o
€ 40
[}]
T
L 20

80 40 12 c

ug proteina

Figura 59: Efecto larvicida de S-layer de Bacillus sphaericus C7 frente a larvas estadio 3 de Culex sp. Se
grafica el porcentaje de mortalidad de las larvas. Todos los experimentos fueron realizados por duplicado.

Al comparar la cantidad de proteina S-layer por placa de ensayo para alcanzar el 50%
de mortalidad, los valores fueron similares (45 + 4 pg de proteina para 2362 y 39 + 3

para C7)

Efecto insecticida frente a Aedes

Con la idea de determinar el rango de huésped, se decidi6 ensayar la susceptibilidad de
mosquitos Aedes aegypti al cual Bacillus sphaericus es poco eficiente ya que no parece
poseer los receptores aceduados para sus toxinas. Se inicidé con esporas de la cepa
Bacillus sphaericus C7 y 2362 para determinar la dilucién de esporas a utilizar que sea
sensible para mejorar el efecto por agregado de otros componentes. Las concentraciones
mads altas mostraron una toxicidad del 100 %, pero ain con 2,1.10° UFC por placa de
20 ml se observé efecto larvicida (Figura 60). Agregando la preparacién de esporas, C7

también mostro ser efectivo contra Aedes.
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Esporas de Bacillus sphaericus C7 frente a Aedes aegyplti
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Fig. 60: Efecto de las esporas frente a larvas de estadio larva 3 de Aedes aegypti.

También se observd actividad de las esporas de 2362 contra Aedes aegypti, pero
mientras que con la cepa C7 se alcanzé una mortalidad del 100 % con 2.10° UFC, con la
cepa 2362 enfrentando 1.10° UFC se alcanzé el 70 %. Es decir, que frente a Aedes, las
esporas de C7 resultaron mds potentes (LCso de 2362 y de C7 5x10° y <10’
respectivamente).

En cuanto a las S-layer, las fracciones purificadas de ambas cepas confrontadas a las
mismas condiciones, muestran que solo C7 presenta toxicidad apreciable. En estos
experimentos con 80ug de proteina C7 presenta 30% de mortalidad mientras que la

2362 es de 10% con un control de 5% (Figura 61).
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Efecto larvicida S-layer frente a Aedes aegypti

% Mortalidad

=
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Figura 61: Efecto de las S-layer frente a larvas de estadio larva 3 de Aedes aegypti.

Actividad sinérgica

En 2002, Klein y su grupo encontraron sinergismo en la toxicidad entre las Bin de B.
sphaericus 2297 y preparaciones de extracciones con urea de pared celular. Esta
toxicidad se ejercid durante la fase de crecimiento logaritmico tardio, pero previo a la
aparicion de las toxinas del cristal. Atribuyeron esta actividad tdxica sinérgica a la
presencia de las proteinas P42 y P51 que permanecian adheridas en la pared celular.
Esto nos llevé a pensar que quizds la sinergia en realidad se estaba produciendo entre
las S-layer presente en esa preparacion y los otros componentes con los que evaluaron la
toxicidad. Por ello nos propusimos evaluar la sinergia entre las preparaciones espora-

cristal y S-layer.

Testeamos la sinergia de las esporas con las S-layer para Culex. Utilizamos
concentraciones de S-layer y espora-cristal que por separado dieran baja toxicidad: 12
pg de proteina y 5000 UFC de esporas. En esta condiciéon, la presencia de ambas
preparaciones resultaria en una mortalidad del 40%. Como se observa en las figuras, las
esporas de la cepa C7 muestra ser muy toxica frente a larvas de mosquitos en conjunto

con la proteina S-layer, actuando de manera sinérgica. La toxicidad obtenida fue del
90%.
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Efecto insecticida sinérgico B. sphaericus C7
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20
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C7 Slayer C7

Agente larvicida

Figura 62: Actividad larvicida de S-layer de B. sphaericus C7 y la sinergia con esporas frente al género
Culex.

Efecto insecticida sinérgico B. sphaericus 2362

% de mortalidad

4,5ul slay 10000 Ufc 10000 Ufc +
4,5 slay

Agente larvicida

Figura 63: Actividad larvicida de S-layer de B. sphaericus 2362 y la sinergia con esporas frente al género
Culex.

Se puede concluir:

- Que la S-layer de las cepas tanto 2362 como C7 presentan toxicidad per se.
- Que existe un efecto sinérgico con las proteinas Bin.

- Que la S-layer de C7 presenta mayor actividad.

- Que dicha actividad permite a la cepa C7 aumentar su rango de huésped

hacia Aedes aegypti
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Pero ;cual es su mecanismo de accion?

Para acercarnos al mecanismo de accién por el cual la S-layer podria tener un efecto
insecticida, utilizamos una herramienta bioinformética disponible en el banco de datos
del NCBI, que es la opcion psi-blast (Figura 64). Esto permite mediante iteraciones,
acercarse a funciones generales de una secuencia a través de similitud de secuencia
proteicas. Al trabajar la secuencia de la proteina S-layer de la cepa 2362 encontramos

los siguientes resultados:

1. putative S-layer protein/N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase [Lysinibacillus
sphaericus C3-41]

1176 aa protein

YP_001696783.1 GI:169826625

2. Ig-related protein [Clostridium thermocellum ATCC 27405]
1036 aa protein
YP_001038743.1 GI:125974833

3. N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase [Bacillus thuringiensis str. Al Hakam]
537 aa protein

YP_893690.1 GI:118476539

4. N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase [Bacillus anthracis str. Ames]
529 aa protein

NP_843409.1 GI:30261032

5. hemolysin-type calcium-binding domain-containing protein [Lysinibacillus
sphaericus C3-41]
874 aa protein

YP_001696845.1 GI:169826687

6. crystal protein [Bacillus thuringiensis]
823 aa protein

BAA13073.1 GI:1434920

Figura 64: Andlisis bioinformatico de homologia de secuencias proteicas.

El anilisis revela homologia con una proteina tipo hemolisina. Con el programa
EMBOSS MATCHER se encontr6 alineamiento con dominios GH 18 (glicosil-
hidrolasas) tipo quitinasa II, que son dominios que catalizan hidrélisis de polimeros de
N-acetilglucosamina unidos beta-1,4.

En funcién de este andlisis, y teniendo en cuenta que B. sphaericus es un
microorganismo que habita suelos, donde la quitina es un polimero habitual que
proviene de los insectos, se decidié evaluar la actividad quitinasa de la proteina S-layer.

Para esto se realiz6 un ensayo de zimograma en gel en el que se incluy6 quitina, y luego
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de la corrida y renaturalizacion proteica se reveld el ensayo. No pudimos observar
ningun halo de degradacién en la tincién de la quitina, por lo que descartamos actividad

quitinasa.

Actividad hemolitica de la S-layer

Nos interes6 el resultado bioinformdtico de la proteina que contiene un dominio
hemolisina. Realizamos un ensayo para determinar si los cultivos o las proteinas S-layer
puras de la cepa 2362 tendrian capacidad hemolitica. Utilizamos un ensayo en placas de
dgar LB + sangre 5%. A las placas las inoculamos con cultivos o preparaciones
proteicas puras y se observod si se producian halos de degradacion. En la figura 65 a
continuacién se observa el halo proveniente del cultivo. En menor medida se observo

con la proteina pura (Figura 66).

Figura 65: Actividad hemolitica B. sphaericus 2362, C7y C11

2362 Cc7 C11

Figura 66: Actividad hemolitica de 2 ug de S-layer de B. sphaericus 2362, C7y C11

Este resultado nos estaria dando un indicio de que es probable que la actividad

insecticida de la proteina esté asociada a una funcién hemolitica.

Quisimos evaluar la capacidad hemolitica en si de la S-layer, descartando probables
interferencias con los resultados de los cultivos que pudieran estar afectando, a través de
componentes celulares téxicos como las Mtx que estarian presentes en fase vegetativa.

Para esto decidimos realizar un ensayo en placas en el que la actividad hemolitica
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podria cuantificarse. Trabajamos con glébulos rojos, que contienen peroxidasas. En el
caso que las proteinas ejercieran actividad hemolitica, se liberarian las enzimas, entre
ellas las peroxidasas. En este caso podemos medir la actividad peroxidasa con un
reactivo luminiscente, el ECL (luminol). De este modo, la hemélisis producida por la S-
layer podriamos cuantificarla indirectamente estimando la intensidad de
quimioluminiscencia.

En la figura 67 puede verse el resultado de la luminiscencia de los glébulos rojos
intrinseca, y la luminiscencia de las S-layer de las tres cepas. No observamos
luminiscencia de los glébulos rojos per se. Si se detect6 en las S-layer. La actividad de

C7 es mayor ala C11.

GR 2362 - C7 C11
e
ST e
Figura 67: Actividad hemolitica medida por ECL. GR: glébulos rojos

En 2008, Hu y colaboradores lograron expresar la proteina S-layer de Bacillus
sphaericus C3-41 en E. coli BL21 y realizaron los experimentos de toxicidad frente a
Culex quinquefasciatus. En este trabajo ellos dicen que no hay una relacion directa entre
la toxicidad contra larvas de mosquitos y la S-layer. Sin embargo, al expresar en E. coli,

probables modificaciones podrian no estra ocurriendo.

La proteina S-layer presenta una actividad hemolitica que podria ser la
responsable de su actividad larvicida asi como el aumento del rango de

mosquitos suceptibles.
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S-LAYER Y BIORREMEDIA CION
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S-layer y Biorremediacion

El cobre es un elemento esencial para los organismos vivos, pero en altas
concentraciones se vuelve toxico. La biorremediacion es una herramienta importante de
tratamiento ambiental en sitios con altos niveles de metales pesados (Andreazza et al
2010). Los métodos bioldgicos para remover metales desde efluentes liquidos tienen
ventajas potenciales. El uso de biomasa bacteriana o fingica como bioadsorbente cobra
un renovado interés, sobre todo en paises no desarrollados, donde las industrias
generadoras de contaminantes no pueden afrontar los costos de instalacion de plantas de
tratamiento de alta performance. Alli es cuando los bioadsorbentes se vuelven una
alternativa frente a los métodos quimicos convencionales (Garavaglia et al, 2010). Los
miembros de la familia Bacillaceae poseen caracteristicas que los vuelve atractivos para
su utilizacién como bioadsorbentes, fundamentalmente por poseer miultiples capas en la
envoltura bacteriana y por la estructura y composicion de sus esporas (coat o
exosporium). La pared celular posee numerosas estructuras que pueden interactuar con
los iones metalicos, como por ejemplo el exopolisacarido (EPS) y la capa de S-layer. En
cuanto al EPS, su capacidad de bioadsorcion ya fue establecida en Paenibacillus
polymyxa P13 en el laboratorio donde se desarroll6 esta tesis (Prado Acosta et al, 2005).
En relacién a las S-layers, ellas son susceptibles de introducirseles motivos de unién a
metales o inmunoldgicos (Liu e al, 2008, Pollmann y Matys, 2007). Como ya hemos
visto, las S-layer pueden sufrir modificaciones postraduccionales como fosforilaciones
y glicosilaciones. Grupos aminos, carboxilos e hidroxilos se alinean en la superficie de
Capa S y se mantienen unidos a través de fuerzas electrostaticas, hidrofébicas o de Van
der Waals. Se ha observado que una cepa de Bacillus sphaericus aislada de una mina
con desechos de uranio (JG-A12) acumula altas concentraciones de metales téxicos
como U, Cu, Pb, Al y Cd, ademds de metales preciosos, y esta capacidad fue atribuida a
la superficie celular (Pollmann et al, 2006). Ademas, el género Bacillus es esporo-
formador. La mayoria de las propiedades de resistencia se deben en parte a la estructura
de la cubierta, compuesta por proteinas con pequefias cantidades de hidratos de carbono
y lipidos. Las proteinas de la cubierta son ricas en aminodcidos tirosina y cisteina, con
potencial para la bioadsorcidon de metales (Driks, 1999). Una de esas proteinas, la CotA,
tiene alta similitud con enzimas multicobre-oxidasas (Hullo et al, 2001). Selenska-

Pobell et al (1999) reportaron que esporas de aislamientos bacterianos de Bacillus (B.
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megaterium, B. sphaericus, B. cereus) bioadsorben U, Cu, Pb, U, y Al. Por otro lado,
Chung et al observaron que en las esporas existia un ligando que unia metales. He y
Tebo reportaron que esporas de la cepa marina Bacillus sp SG-1 son capaces de oxidar
Mn(II) y Co(Il) y exhiben afinidad por el Cu(Il). La carga en superficie estaria asociada
con la capa mas externa de la superficie de la espora (exosporium) y por ende seria
responsable de la captacion de los metales (Francis et al 2002, Dick et al 2008). Pero
hasta el momento no hay ninguin reporte que indique claramente cudl es la naturaleza de
estas interacciones y cudl es la estructura relacionada en la bioadsorcion. Nuestro
candidato es la proteina S-layer y el siguiente capitulo tratard de resolver las cuestiones

planteadas més arriba.

Bioadsorcion de metales por células enteras de especies de Bacillus

En funcién de estos antecedentes, evaluamos la capacidad de cultivos de distintas cepas
de Bacillus, productoras o no de S-layer, para retener metales. Utilizamos el cobre
(CuSO4) como metal modelo. El ensayo consistié en la incubacion de 200 ppm de cobre
por 16 hs junto con las células enteras y posterior determinacién del cobre retenido en la

fase celular. Los resultados se muestran en la Tabla 12.

CEPAS Capacidad adsorcion CULTIVOS
(ppm de Cu*)
Bacillus subtilis YB886 9,8+4.8
Bacillus subtilis 168 9,7+0,7
Bacillus sphaericus 2362 36,3+1,7
Bacillus sphaericus 1593 7,4+2.2
Bacillus thuringiensis var. israelensis 1884 22,9+1,3
Bacillus thuringiensis var. israelensis 1884 Cry-4 (CP1) 31,9427

Tabla 12: Bioadsorcion de cobre por cultivos de distintas especies de Bacillus. Se realizaron los
experimentos con 1mg de células enteras contra 200 ppm de cobre.

Sélo las especies capaces de sintetizar S-layer (B. sphaericus 2362 y B. thuringiensis)

retuvieron cantidades importantes de cobre.

Para continuar estudiando el comportamiento de los cultivos bacterianos que captaban
metales, se decidié determinar si esta capacidad dependia de una actividad enzimadtica,

un transporte activo o si se trataba de una estructura. Se continué ensayando con dos

125



Mariana Allievi

especies productoras de S-layer como inputs bacterianos, B. sphaericus y B.
thuringiensis. Se las sometié o no a un tratamiento de calentamiento suave y se les

ensayo la captacion de cobre.
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50
ng 4
3 0 @1mg
o B0,75m
2 30 1 g
8 T 00,5 mg
:’g 20 - ST 00,25 mg

10

O .
2362 2362 calent 1884 1884 calent

Figura 68: Bioadsorcién de cobre por células de Bacillus sphaericus 2362 y Bacillus thuringiensis 1884
que fueron tratadas o no por calor (10 min at 70°C). Desde 0,25 a 1 mg de células fueron ensayadas para
captacién. Se calculd el porcentaje de bioadsorcién de cuatro experimentos independientes con sus
respectivos errores.

Como se observa en la figura 68, para ambas especies se obtuvo una correlacion directa
entre la concentracién de células inicial y el porcentaje de retencion del metal, con un
valor de 40% de cobre captado por miligramo de bacteria en las dos cepas. No se ven
diferencias entre el tratamiento con calor y los cultivos sin calentar, lo cual nos permite
descartar que se trate de un transporte activo o actividad enzimadtica, sino de un
fenémeno de superficie, y que algiin componente de la estructura de envoltura seria
responsable. Un comportamiento similar fue observado para otras cepas de Bacillus

sphaericus (Velasquez y Dussan 2009).

Para continuar caracterizando la bioadsorcion de los cultivos se construyeron las
isotermas para el cobre a distintas concentracion del metal. Se ensayé con la cepa de B.
sphaericus 2362. Se graficd la retencion del cobre vs. la concentracién final en el
equilibrio. Luego se analizaron los resultados obtenidos de acuerdo a modelos de
adsorcién conocidos, como los de Freundlich y de Langmuir. El modelo de Freundlich
no considera la existencia de una monocapa homogénea, sino una superficie
heterogénea en donde no todos los sitios de interaccidon son iguales e independientes.
No se puede aproximar a una capacidad absortiva de saturacién mdaxima, ya que la

superficie se va modificando a medida que la adsorcién progresa. El comportamiento

126



Mariana Allievi

ajusté perfectamente con el modelo de bioadsorcion de Langmuir (Figura 69A), que
supone que el proceso ocurre en una monocapa, que todos los sitios son idénticos, y que
no hay cambios en la energia libre de adsorcion para cada sitio. Se obtuvieron los
parametros de Langmuir (Figura 69B): la capacidad de captaciéon maxima (max de Cu
(II): 47,17 mg/g y la constante de afinidad (b) constante: 0,0063 1/mg, con un
coeficiente R? de 0,9976. Este valor de afinidad estd en el mismo orden de magnitud
que lo que se determiné para EPS (exopolisacarido) (Prado Acosta et al, 2005), y la
capacidad de bioadsorcidn estd dentro del rango descripto para otras biomasas (Lo et al

2003; Tsekova et al 2010).
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Figura 69 Isotermas de bioadsorcién de Cu®* por B. sphaericus 2362: (A) ¢ (nimero de sitios ocupados:
mg Cu®* adsorbidos por g de peso seco de células) vs. C; (Concentracién de cobre en el equilibrio): (A)
datos experimentales, (B) modelo de linealizacién de Langmuir.

Efecto de otros iones

Se ha investigado en otras cepas de B. sphaericus la bioadsorcién no s6lo de cobre, sino
de otros metales con interés de biorremediacion (Selenska-Pobell et al, 1999), por lo
cual nos parecid interesante averiguar si células enteras de B. sphaericus productores de
S-layer podrian captar y retener otros metales. Con ese objetivo disefiamos
experimentos de bioadsorcion de Cu** en presencia de un segundo i6n que compitiera.
Elegimos los cationes divalentes Ca®, Zn** y Cd*. Se ensayo con concentraciones de
Cu?* de 50 ppm constante y el segundo catién a concentraciones crecientes de 25 a 200
ppm.

Observamos que el Ca®* y Zn®* pero no Cd** compitieron con el cobre. A 50 ppm, se

observé un 20% de inhibicién (Figura 70) indicando que esta cepa con S-layer puede
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retener de forma eficiente otros cationes ademads del cobre, lo que seria interesante para

trabajar en ambientes contaminados.
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Figura 70: Efecto de otros iones en la competencia contra cobre. Se evaluaron concentraciones crecientes
de los iones utilizando una concentracién inicial de cobre de 100 ppm y 4 mg de células/ ml.

Capacidad de bioadsorcion de la S-layer de Bacillus sphaericus

Finalmente nos interesé saber si era la proteina S-layer la responsable de la capacidad
de bioadsorcion. Para esto, trabajamos con extracciones de S-layer purificadas de dos
cepas distintas de B. sphaericus (2362 y Kellen Q) y con la S-layer de Lactobacillus
acidophilus ATCC4356. A estas S-layers puras y a las células enteras se les ensayo la

capacidad de captar cobre.

CEPAS Tipo de Cantidad de bioadsorbente
bioadsorbente ensayado
0,1 mg 1 mg

B. sphaericus Kellen Q Células enteras 15,8+1,5 24,1+1,5
S-layer 16,2+1,7 93,0+2,5

L. acidophilus ATCC 4356  Células enteras <1,0 <1,0
S-layer 0,7+0,5 ND

B. sphaericus 2362 Células enteras 7,1+1,8% 36,3+1,7*
S-layer 12,84+4,3 85,9+3,2*

Tabla 13: Experimentos de adsorcién de cobre con células enteras o fracciones de S-layers. Se calcularon
las ppm de cobre adsorbidas. * en estos experimentos se agregaron 200 ppm de cobre.

Los resultados de la Tabla 13 muestran que las S-layer puras de ambas cepas de B.

sphaericus tenian capacidad de bioadsorber, mientras que no se obtuvo captacion
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cuando se trabajé con las proteinas de Lb. acidophilus. Lo mismo ocurrié con los
cultivos.

Para evaluar la capacidad de la S-layer per se, se realiz6 una titulacién con
concentraciones crecientes de S-layer de Bacillus sphaericus pura. Existe una relacion
proporcional entre la concentracion de S-layer y el cobre retenido, alcanzando una

captacion de 85 ppm por mg S-layer (Figura 71).

% de Bioadsorcion
g

03

S-layer (mg)

Figura 71: Capacidad de Bioadsorcidn de S-layer de B. sphaericus 2362. Diferentes concentraciones de
S-layer purificadas (desde 0,1 mg a 1 mg) se enfrentaron con 100 ppm de cobre y se calcul6 el porcentaje
de cobre retenido.

S-layer de Bacillus sphaericus en las esporas

Ya otros investigadores habian reportado la presencia de algin elemento en la espora
que captaria metales (Selenska-Pobell et al 1999, He y Tebo, 1998, Francis et al 2002,
Dick et al 2008). Por esto es que quisimos determinar como era la captacion de cobre en

las esporas de distintas especies de Bacillus.

CEPAS Capacidad adsorcion ESPORAS
(ppm de Cu*)

Bacillus subtilis YB886 8,9+0,1

Bacillus subtilis 168 10,3+1,1

Bacillus sphaericus 2362 12,5+0,8

Bacillus sphaericus 1593 15,8+1,7

Bacillus thuringiensis var. israelensis 1884 15,8+1,5

Bacillus thuringiensis var. israelensis 1884 Cry-4 (CP1) 18,8+0,2

Tabla 14: Bioadsorciéon de cobre por esporas distintas especies de Bacillus. Se realizaron los
experimentos con 1mg de esporas contra 100 ppm de cobre.
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Como resultado, vimos que solamente las esporas de especies productoras de S-layer
captaban cantidades importantes del metal (ambas cepas de B. sphaericus y de B.

thuringiensis) (Tabla 14).

Por otro lado, Williams y Turnbough (2004) demostraron que durante el proceso de
esporulacién, las S-layer permanecian firmemente adheridas en las preparaciones de
esporas en bacterias productoras de S-layer como B. anthracis. Por otro lado, nuestros
resultados muestran que la retencién de cobre se produjo cuando las cepas en fase
vegetativa sintetizaban S-layer. Nos interesé evaluar si la capacidad de captacion de las
esporas de B. sphaericus se debia la presencia de la proteina. Para esto trabajamos con
las esporas de este microorganismo y lo sometimos a tres protocolos de lavado, con
intensidad creciente, el dltimo de ellos incluyé EDTA, que es un conocido desagregante
de capa S. Luego a esas esporas se les ensayo la bioadsorcién y también se les hizo un

western blot revelado con anticuerpto anti S-layer.

A 1 2 3 -
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Muestra 2 3 4
Bioadsorcion
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Figura 72: Presencia de S-layer en las preparaciones de S-layer y capacidad de bioadsorcién en B.
sphaericus 2362. Se levantaron esporas de 3 dias preparadas en placas de medio Yousten con 10 ml de 1
M NaCl y se sometieron a distintos protocolos de lavado: muestra 2 se lavé una vez con agua
desionizada; muestra 3 se lavd cinco veces con agua desionizada; muestra 4 se lavé una vez con agua
desionizada, seguida de un lavado con 0,5 mM EDTA y cuatro lavados posteriores con agua desionizada.
Todas las esporas fueron liofilizadas y consecutivamente se analizé el contenido de S-layer y la capacidad
de bioadsorcién. A- Se llevé a cabo un western blot con anticuerpo anti S-layer. Calle 1: control de
proteina S-layer pura (10 ug); calles 2 a 4: muestras 2, 3 y 4 de esporas lavadas (64 pug). B- Se determin6
la bioadsorcién de las muestras 2, 3 y 4 con 1 mg de esporas y 200 ppm de Cu**.

La muestra 2 retiene mucho mds cobre que las muestras 3 y 4, que casi carece de S-
layer. Se observa que al aumentar la intensidad del lavado, la sefal de S-layer
desaparece, y al desaparecer la S-layer, desciende el porcentaje de Cu®* retenido. Es
decir, que las S-layer son las responsables de la capacidad de bioadsorcién de las

esporas de los bacilos que fueron ensayados. Es destacable que la muestra 4 tiene
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valores de captacion similares a los hallados para las cepas de Bacillus subtilis, que
carecen de S-layer (8,8 comparado con 8,9 ppm para B. subtilis YB886, valor de Tabla
12). Este valor de captacion de fondo puede ser atribuido a la envoltura de la espora,
que estd negativamente cargada y de este modo puede retener cationes

inespecificamente.

Bioadsorcion en células provenientes de distintas condiciones de

osmolaridad

Con un objetivo futuro de aplicacién biotecnoldgica, nos propusimos determinar en qué
condiciones la proteina de capa S podria captar mejor metales. Para determinar si las
modificaciones que sufren las células en ambientes de alta salinidad podrian afectar la
capacidad de adsorcién, se realizaron los ensayos de captacion con distintas
concentraciones de células enteras de B. sphaericus 2362 provenientes de condicion
control y estrés salino. Se procur6 cosechar las células en el mismo estadio de

crecimiento, en fase exponencial, a la misma densidad 6ptica a 600 nm.
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Figura 73: Bioadsorcién de cobre por células de Bacillus sphaericus 2362 crecidas en LB y LB + 0,6M
NaCl. Desde 0,1 a 1 mg de células fueron ensayadas para captacién. Se calculé el porcentaje de
bioadsorcion.

Las células crecidas en medio no estresado captaron siempre mayor concentracion de
cobre que las células en hiperosmolaridad. Con 1 mg de células, el porcentaje de

captacion difiere entre ambos casos en un 49% a favor de las células crecidas en LB.
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Estas diferencias pueden deberse por un lado a las diferencias estructurales de la S-layer
en ambas condiciones, o a la diferencia en la composicion de la proteina en relacién a

modificaciones como la union de azucares.

Purificamos fracciones de S-layer de células provenientes de cultivos en

hiperosmolaridad, y luego ensayamos la bioadsorcién de cobre.
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Figura 74: Capacidad de Bioadsorcion de S-layer de B. sphaericus 2362 purificadas de cultivos crecidos
en hiperosmolaridad. Diferentes concentraciones de S-layer purificadas (desde 0,1 mg a 0,3 mg) se
enfrentaron con 100 ppm de cobre y se calcul6 el porcentaje de cobre retenido. A la derecha se calculd la
relacién de captacion con las proteinas extraidas del medio control (LB).

En la misma linea de los resultados celulares, las S-layer desde condicién de estrés

osmotico captaron menos cobre que las de cultivos control.

Propiedad de biadsorcion en las cepas C7 y C11

Se evalué si las S-layer de las cepas C7 y Cl11 tendrian las mismas propiedades de
bioadsorber que la cepa de referencia 2362. Se realizaron los experimentos de captacion
correspondientes, y pese a que resultaron bioadsorbentes, no fueron tan eficientes las

proteinas de capa S de estas cepas que la de 2362 (Figura 75).
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Figura 75: Capacidad de Bioadsorcién de S-layer de B. sphaericus C7 y CI11 purificadas de cultivos
crecidos en medio LB. Diferentes concentraciones de S-layer purificadas (desde 0,1 a 1 mg) se
enfrentaron con 200 ppm de cobre y se calcul6 el porcentaje de cobre retenido.

Se puede concluir que

Las cepas de Bacillus que producen S-layer presentan gran capacidad
de bioadsorber cobre. Ademas son capaces de retener otros cationes,
como calcio y zinc.

- Los cultivos calentados son atin capaces de retener el metal, lo que nos
habla de un fenémeno de superficie.

- La capacidad de biorremediacion de las esporas esta ligado a la
retencion por parte de las esporas que quedan adheridas durante el
proceso de esporulacion en B. sphaericus y B. thuringiensis.

- Este es el primer reporte de una correlacion directa entre el contenido

de S-layer y la bioadsorcion.
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Discusion, Conclusiones y Perspectivas

S-layer de Bacillus sphaericus: fisiologia y estrés

En esta tesis se ha caracterizado a la proteina S-layer de 3 cepas de Bacillus sphaericus
entomopatdgenas. la cepa de referencia 2362, y dos aislamientos C7 y C11. Las tres
pertenecen al mismo grupo antigénico y serolégico (HIIA). Por otro lado sus S-layer
presentan suficiente homologia como para ser reconocida con el mismo anticuerpo anti-
S-layer de 2362.

Existe una sola cepa de esta especie cuyo genoma ha sido completamente secuenciado
(Bacillus sphaericus C3-41 Hu et al, 2008) pese a que existen estudios con numerosas
cepas que presentan diferente grado de patogenicidad y que varios de los genes
relacionados con la toxicidad han sido secuenciados y clonados en distintos contextos
genético.

Llamativamente las cepas mas virulentas presentan S-layer con una alta homologia de
secuencia (95 a 100%) no asi con cepas las cepas poco activas (Hu et al, 2008).

Las 3 cepas muestran tanto por el anélisis in silico de la estructura (cepa 2362) o por el
de los péptidos liberados por digestion con tripsina en MALDI, la presencia de los tres
motivos SLH. Estos motivos han sido involucrados en otras especies del género
Bacillus en el anclado a la pared. Es por esto que se propone que la interaccién entre la
proteina y la pared celular estaria mediada por estos dominios (en general cargados
positivamente) directamente al SCWP con cargas negativas (de los dcidos teicoicos y
lipoteicoicos presentes en la pared celular) (Schaffer et al, 2005). Es importante sefialar
que estudios del laboratorio realizados en Bacillus subtilis y en Lactobacillus casei,
mostraron que la estructura de la pared, composicion, grosor, presencia de LTA y WTA
se modifican por estrés (Lopez et al, 1998, 2006; Palomino et al, 2009; Piuri et al,
2005). Estas modificaciones podrian tener consecuencias en diferencias en el balance de
cargas del entorno, y posiblemente en la fijacion de las S-layer a la envoltura.

En geles de SDS-PAGE estas S-layer presentan varias bandas de peso molecular mayor
al esperado para la proteina de acuerdo a su secuencia, cuyo porcentaje varia en funcién
de la fase de crecimiento (vegetativa o estacionaria) y fundamentalmente en crecimiento
en medios hiperosmético con NaCl. Bacillus sphaericus 2362 frente a un estrés

hiperosmético, muestra células mucho mds angostas y menos difusas que en la
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condicion control. Por otro lado, en ensayos donde se deplet6 la S-layer, las células
presentaron una tasa de crecimiento mds lenta que cuando los bacilos poseian su
envoltura intacta; en particular, solo crecen en medios estresantes (calor, hiperosmético,
acido) cuando resintetizan suficiente S-layer, lo que demuestra su importancia en la
adaptacion a situaciones de estrés. En medio hipersalino, la expresion de la proteina es
mayor. Tanto en Lb. acidophilus (Ojeda P. Tesis de licenciatura) como en B.
sphaericus, las S-layer se desprenden en el sobrenadante durante el estrés osmotico.
Esta presencia en el sobrenadante podria deberse a que la proteina estd més “suelta” o
menos anclada a la pared y al soltarse seria necesaria una mayor actividad de sintesis de
novo para recubrir la célula. Los resultados de medicién de mensajero no muestran un
aumento significativo de la sintesis del mRNA, indicando que la mayor obtencion de S-
layer en los cultivos obtenidos en alta sal no procede de un aumento en expresion
génica. En todo caso la presencia de S-layer es indispensable como lo muestran los
experimentos de pelado y posterior crecimiento en diferentes medios, o la ausencia de
mutantes de S-layer en diferentes microorganismos donde se analizaron las S-layer. Es
importante sefialar que en la cepa C3-41 secuenciada se encontraron 17 posibles
proteinas de membrana de tipo S. En Bacillus anthracis (Kern, 2010), se mostré que
segtin el medio de crecimiento se expresan diferentes S-layer.

Estas observaciones, junto con las diferencias de ubicaciéon y movilidad de las proteinas,
nos condujo a analizar posibles modificaciones postraduccionales en la S-layer de B.
sphaericus, en particular cuando crece en alta sal (puesto que la glicosilacién es la
modificacion postraduccional de proteinas mas frecuente).

En haloarqueas se ha mostrado la importancia de la S-layer frente a estrés. Aunque la
glicosilacién per se no es esencial para el rearreglo cristalino, en Haloferax volcanii se
observo que en ocasiones afecta a la estabilidad de la proteina (Abu-Qarn et al, 2007).
Una mutante de glicosilacion de la misma cepa, disminuye drasticamente su crecimiento
al aumentar la salinidad del medio. Esto estaria asociado a una capacidad de
reestructurarse para ser funcional frente al medio externo hostil. Recientemente se pudo
observar que dependiendo del medio y grado hiperosmolaridad, Haloferax volcanii no
solo modula el tipo de glicosilacién de las S-layer sino también el grado y sitios (Guan
et al, 2012 y Kandhiba et al, 2012).

En Geobacillus stearothermophilus se observd que durante el estrés térmico se sintetiza
una variante de S-layer glicosilada (ademds de modificar el SCWP de anclaje a la

pared). A altas temperaturas una S-layer con azicares seria ventajosa adaptativamente,
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puesto que alli las moléculas de agua quedarian retenidas, entre las cadenas de glicanos
hidrofilicas (Egelseer et al, 2001). En un caso similar, durante estrés osmotico podria
observarse una forma de S-layer diferente en cuanto a su glicosilacién, o un mayor

porcentaje de una forma glicosilada.

Del estudio de modificaciones postraduccionales de la proteina S-layer de B. sphaericus
2362 pudimos observar que la proteina podria estar modificada postraduccionalmente
con glicanos. Las diferentes bandas proteicas que se observan cuando se las somete a un
SDS-PAGE difieren en 15-20 kDa, valores reportados en G. stearothermophilus (cuya
S-layer SbsD es homdloga a la SlpC de B. sphaericus 2362) como diferencias entre
glicopéptidos (Egelseer et al, 2001). Sin embargo, tinciones por técnicas de kit
comerciales (PRO Q® Emerald 300) no revelan que la proteina esté glicosilada.

Por otro lado, la capacidad de cultivos de autoagregarse se relaciona con el grado de
glicosilacién de su capa S, al menos en Lactobacillus (Kos et al, 2003). En
experimentos de agregacion se observo que este microorganismo es capaz de agregar en
soluciones (y también en cultivos en frascos agitados) y que la capacidad se pierde
completamente luego de un tratamiento con LiCl 6M. Parece entonces, que la propiedad
de superficie se relaciona con una S-layer y que seria glicosilada.

Para tratar de profundizar en el tipo de glicosilacién de esta proteina, crecimos a las
células en un medio con tunicamicina. La imposibilidad de este antibidtico para
interferir con la glicosilacion de la S-layer nos sugiere que los residuos azucares no
estdn unidos a la parte peptidica a través de uniones N-glicosidicas. La inhibicién total
de crecimiento a alta concentraciones puede deberse a que quizds interfiera con la
sintesis peptidoglicano.

En 1993, el grupo de Neckerson trat6 de elucidar la controversial pregunta, en ese
momento, de si el cristal de Bacillus thuringiensis estaba compuesto por glicoproteinas.
Finalmente consideraron tres razones por las cuales se trataria de una glicosilacién no
enzimatica: porque no pueden ser removidos por O- o N-glicosidasas; porque los
azucares adheridos se modifican tanto por el medio en el que se crecia a la bacteria
como por el tiempo en el que se cosechaban los cristales; porque los azicares hallados
no acordaban con ningin modelo conocido de glicoproteinas. La glicosilacion no
enzimatica involucra la formacion inicial de una base de Schiff reversible entre grupos
aminos primarios de aminodcidos, péptidos y proteinas con grupo carbonilo de los

azucares reductores. Esta estructura puede estabilizarse o desarmarse. Por otro lado, no
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todos los grupos capaces de reaccionar con el grupo carbonilo de los azicares lo hacen,
ya que pueden estar ocultos en la estructura tridimensional de la proteina y el sitio de la
proteina donde se encuentra cada grupo determina localmente su basicidad, esto es, su
capacidad para reaccionar a través de su par de electrones libres. Cuanto mas bdsico es
un grupo amino mdés facilmente reaccionard con el grupo carbonilo de los azicares.
Ambos factores, la accesibilidad y la basicidad, determinan que cuando una proteina
reacciona con un azucar, solo algunas de las cadenas laterales de sus residuos de lisina y
arginina participardn directamente en la reaccién. Las dos primeras consideraciones
planteadas por Neckerson (1993) son aspectos que se observaron en la S-layer de B.
sphaericus (aunque no pudimos inhibir la O-glicosilacién). La S-layer modificé su PM
aparente en funcion del estadio de cosecha, el lugar (sobrenadante de cultivo o celular),
y el medio (hipersalino o no). Ademads se tifie con algunos métodos de tincién de
azucares y no con otros. Es decir, podriamos estar frente a una glicosilacién no
enzimatica, en la que los pardmetros ambientales y condiciones determinan la unidn

covalente del azicar y los aminodcidos.

Otra posibilidad en cuanto a la presencia de S-layer de mayor tamafio estaria
relacionada al aporte de fragmentos de pared. Estd reportado que las hidrolasas de
peptidoglicano son enzimas que clivan las uniones del polimero, y que pueden
clasificarse como amidasas, endopeptidasas, carboxipeptidasas, N-acetilmuramidasas,
transglicosilasas y N-acetilglucosaminidasas. Estas hidrolasas tienen funciones
normalmente en la morfogénesis de la pared celular. Pero ademas, en Bacillus anthracis
se demostré que BslO (una proteina S-layer) estd implicada en la separacion bacteriana
y en particular en el clivaje del peptidoglicano y el SCWP (Anderson et al, 2011). Uno
de los dominios que revela el andlisis in silico de la S-layer de B. sphaericus es el de
una actividad N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa (ver capitulo de actividad
insecticida) que se relaciona con funciones de hidrdlisis del peptidoglicano. Durante
estrés osmotico, quizds haya un aumento en la actividad amidasa, posiblemente como
consecuencia de la misma composicion de la pared, lo cual permitiria mayor corte y
liberacién de S-layer al medio. En este caso una fracciéon del SCWP podria quedar unida
a la proteina, por lo que se observarian S-layer de distintos pesos moleculares. Los
resultados de diferencia de movilidad y de liberacion al sobrenadante también podrian

explicarse por la existencia de S-layer con o sin fragmentos de SCWP.

138



Mariana Allievi

Los resultados obtenidos hasta el momento no permiten dar una respuesta tnica, razén
por la cual se plantearon tres posibilidades para explicar las modificaciones observadas:
- Que la proteina esté glicosilada enzimdticamente, mediante una O-glicosilacién, pero
que los azucares y/o uniones fuesen susceptibles de tincién por determinadas técnicas y
no por otras (PAS, PRO Q® Emerald 300, por ejemplo).

- Que la modificacién fuese una glicosilacién no enzimética.

- Que no se trate de una glicosilacion, sino que los aziicares detectados provengan del
SCWP al cual se une la proteina para anclarse al PG. Serian las modificaciones de la
pared y del motivo SCWP los responsables de las diferencias al quedar o no adherida la

proteina.

- (Qué consecuencias puede tener la existencia de estas dos formas en las
propiedades para la bacteria de aumentar su capacidad de control de efectores de
estrés?

- (A cudl de las dos especies se puede adjudicar la capacidad entomopatogénica?

- ¢Cudl de las dos especies es importante en captacion de metales y
biorremediacién?

- (O la presencia de ambas especies solo afecta alguna de estas tres propiedades?

Funcionalidad de la proteina S-layer de Bacillus sphaericus:

aplicaciones biotecnologicas.

Actividad bioinsecticida

En este trabajo hemos purificado proteinas S-layer de la cepa Bacillus sphaericus 2362
y mostrado que presentan una actividad larvicida contra mosquitos del género Culex sp.

Al mezclar dicha proteina con preparaciones de esporas-cristal de este mismo
microorganismo se observa mayor actividad larvicida, evidenciando un efecto sinérgico.
Estas caracteristicas muestran que esta cepa presenta varias proteinas con propiedades
entomopatdgenas sintetizadas en distintos momentos de su ciclo de reproduccion, con la
ventaja que la S-layer esta presente en todas las etapas.

Sera importante determinar cudl es el rango de especificidad de la S-layer y ver si es

posible aplicarlo para mejorar el biocontrol de mosquitos. También se ha determinado
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experimentalmente que una cepa de B. sphaericus aislada en nuestro laboratorio (C7)
presenta caracteristicas mas potentes como larvicida, evidencidndose en una menor
concentracion minima para alcanzar el mismo nivel de mortalidad en larvas del género
Culex, y en un mayor rango de huésped, puesto que la S-layer también es efectiva frente
a larvas de mosquito del género Aedes, 1o que no ocurre con la cepa 2362. A su vez el
clon C7 presenta mayor produccion de S-layers de ambos PM, siendo la mas abundante
la de mayor tamafio (0 menor movilidad aparente); por lo cual podriamos inferir que es
esa la que tiene mayor actividad larvicida. A su vez, del anédlisis de MALDI se observa
que ambas bandas, grande y chica, estan desprotegidas para tripsina segun los cortes en
condicién control hacia el extremo N terminal. Pero la de menor PM aparente estd mds
desprotegida en el C terminal, por lo que es accesible al corte por tripsina y se podria
pensar que no estd modificada. Esto implicaria que hacia el carboxi-terminal la banda
menor no estaria glicosilada y si la mayor (en C7 esta es mayoritaria). Esta observacion
permite concluir que la cepa C7 tiene una forma proteica la mayoritaria modificada
hacia el extremo carboxilo, que en su conjunto tiene mds actividad larvicida.

Bhattacharya y colaboradores (1993) dedicaron gran parte de sus trabajos a evaluar la
variaciones en glicosilacion (porcentajes, tipo, amino-acidos) del cristal toxico de B.
thuringiensis. Determinaron que efectivamente la glicosilacion se producia en las
cadenas laterales de las lisinas (es importante recordar que la S-layer se caracteriza por
poseer un alto porcentaje de lisinas en su composicién aminoacidica), pero que ocurria
una glicosilacion no enzimética dependiendo del medio y no de la bacteria. Por el
contrario en nuestro caso pusimos en evidencia que son las condiciones fisioldgicas y el
estrés que resultan en modificaciones de la S-layer, asi como en las otras modificaciones
de envoltura que ya fueron descritas por trabajos de este laboratorio. Estas alteraciones
modifican la toxicidad de la cepa. En B. sphaericus, las protoxinas se activan en el
intestino de la larva por un clivaje triptico que ocurre en las uniones peptidicas del lado
carboxilo de las lisinas o argininas. De ese modo, una modificacion podria afectar tanto
el patrén de clivaje (nosotros observamos en los resultados de MALDI diferencias en la
concentracion de dos formas proteicas de la S-layer del clon C7, con una mayor
proporcién de la forma que tiene protegido de la digestion por tripsina el extremo
carboxilo) como la toxicidad (la cepa mds tdxica es aquella que casualmente aparece

mas glicosilada).
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El grupo de Yang (2007) se dedicé a ampliar el espectro de accién de estos bacilos
entomopatogenos, ya que Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) es esencialmente
eficiente contra Aedes y Bacillus sphaericus contra Culex. Para ese fin clonaron la
toxina Mtx1 de B. sphaericus en un vector adecuado agregidndole un promotor de
esporulacién e introduciéndolo en Bti. En ese contexto, se evita la aparicion de
resistencias de mosquitos por la actividad hemolitica de las toxinas Cyt asociadas al
cristal de Bti. De esa forma, lograron aumentar la toxicidad de la cepa en la
esporulacién temprana, pero decliné rapidamente a causa de la inestabilidad proteolitica
de la toxina. Luego, intentaron mutar la proteina CrylAa en Bti para permitir la
produccion de niveles significativos de la proteina asociadas a la espora-cristal y lo
consiguieron. Mostraron que durante el proceso de esporulacion, la cristalizacién es un
proceso importante para secuestrar proteinas dentro de las inclusiones que son
inaccesibles a las proteasas. Una ventaja de trabajar con S-layer (en vez de Mtx) en
sinergia con proteinas del cristal es que por un lado la S-layer es de por si muy estable,
estd presente durante la esporulacién y queda adherida a la espora, tal como lo
mostramos en el capitulo de biorremediacidn. Seria importante determinar qué promotor
utilizar en esta (y otras) etapas.

El microorganismo mds utilizado en control de mosquitos es Bfi. El mecanismo de
toxicidad propuesto implica dos modelos: uno en el que la toxina activada (que se une a
una cadherina, el receptor), se oligomeriza y luego se une a una aminopeptidasa y a una
fosfatasa alcalina para ejercer su toxicidad; y el otro en el que la oligomerizaciéon no
seria necesaria y como mondmero se une a la cadherina para desarrollar su actividad. En
ambos modelos estd implicada la interaccion toxina receptor como el mas importante
para la especificidad. La aminopeptidasa es una glicoproteina que interactiia o con los
glicanos o con los residuos aminoacidicos. CrylAc interactia con la N-
acetilgalactosamina de las aminopeptidasas del intestino medio de lepiddpteros. Cryl Aa
sOlo interactia en forma carbohidrato- independiente (Zhang et al, 2010). Estos autores
postulan que los fragmentos de la aminopeptidasa actuarian como un puente entre la
toxina y el receptor en el intestino de las larvas. Con un modelo similar, la S-layer por
su actividad hemolitica, podria permitir el acceso a otro receptor y el ingreso de las
proteinas BinAB de B. sphaericus en mosquitos a los cuales la BinA no tienen afinidad
y asi ampliar su espectro de accidn.

El andlisis in silico mostré que la proteina podria interactuar con azucares tal como lo

hacen la proteina Gal-1 y el precursor de la proteina SlpA de Clostridium difficile, atin
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sin estar glicosilada, a través de los dominios de unién a carbohidratos. De este modo, la
bacteria en su hdbitat natural podria unirse a su blanco mediante un acercamiento
provisto por la S-layer (primera estructura en contacto con el medio externo) y a través
de los motivos que reconocen azucares. Los azicares que podria reconocer serian las
estructuras de quitina, que son polimeros de N-acetilglucosaminas, presentes en insectos.
Esta hipétesis estd sustentada en el alineamiento de estructuras de la secuencia
aminoacidica de SlpC, en la que encontramos dominios GH 18 (glicosil-hidrolasas) tipo
quitinasa II, que catalizan la hidr6lisis del polimero. De esta forma se podria explicar la
sinergia que se produce entre la S-layer y la preparacién de esporas-cristal.

Quizés no sea casual que este microorganismo que no fermenta azucares, si tenga un
sistema eficiente de utilizacion de aminoazuicares como la N-acetilglucosamina (Alice et

al, 2003).

Bioadsorcion de Metales

Hemos visto que cepas de Bacillus productoras de S-layer presentaron muy alta
capacidad de bioadsorber cobre. La cinética de bioadsorcién de los cultivos acuerda con
el modelo de Langmuir. Los cultivos calentados son atin capaces de retener el metal, lo
cual permitié identificar el fendmeno como bioadsorcién. La posibilidad de poder
calentar y conservar la actividad tiene la ventaja de inactivar proteasas, que siempre
estdn presentes y muy activas en los bacilos, dejando la S-layer funcional.

Si bien muchos articulos involucraron la S-layer en la retenciéon de metales por cepas de
Bacillus (Pollmann et al, 2006), nuestro trabajo es el primero que mostré una
correlacion directa entre el contenido de S-layer y la bioadsorcion (Allievi et al, 2011).
Mostramos claramente, con extracciones purificadas, que la S-layer puede retener otros
metales ademds de cobre, lo que la vuelve interesante para trabajar con la proteina en
ambientes contaminados. También mostramos que estas proteinas permanecen
asociadas a la espora, conservando su capacidad de captar metales. La cubierta de la
espora o el exosporium no son bioadsorbentes per se ya que esporas de B. subtilis
desprovistas de exosporium y esporas de B. sphaericus tratadas por EDTA y lavadas
intensivamente para eliminar la S-layer y el acomplejante de cationes, tienen la misma
baja actividad.

(Cuales serian los sitios de captura del metal?
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Tanto la presencia de aminodcidos fosforilados como los hidratos de carbono
proveniente de la glicosilacion de la proteina son candidatos a sitios de captura.
Merroun y su grupo atribuyeron la adsorcién al contenido de grupos fosforilables en S-
layer de B. sphaericus JG-A12. Nosotros hemos hecho un andlisis in silico de la S-layer
de Lb. acidophilus (que no capta metales) y de B. sphaericus y encontramos que el
contenido es similar (21% y 18%), indicando que esta caracteristica en si no es
suficiente. Quizds sea la glicosilacién la modificacién importante, pues esta es la
diferencia mayor entre la proteina de ambas especies, ya que la S-layer de B. sphaericus
podria estar glicosilada y la de Lb. acidophilus no lo esta.

En cuanto al rendimiento de la S-layer, nuestra experiencia es que cultivos en fase
exponencial de B. sphaericus produjeron S-layer més fuertemente adherida que en fase
de crecimiento estacionaria temprana. Esto quizds explique las grandes diferencias
obtenidas entre lotes de la misma cepa.

Tanto los cultivos como las proteinas purificadas son eficientes como bioadsorbentes.
La ventaja de utilizar las S-layer purificadas, es que pese a tener que hacer un paso
previo de extraccidn, este paso es muy simple, utilizando la S-layer endégena y luego
puede adherirse a numerosos soportes (nanocdpsulas, liposomas, monocapas en
sustratos sélidos, incluso en cilindros en suspensién) para ser enviados al medio a
decontaminar para finalmente ser retirado. Por otro lado, la proteina de B. sphaericus es
muy estable térmicamente, lo cual la hace muy atractiva con vistas a ser utilizada
biotecnoldgicamente.

Las variaciones ambientales han mostrado ejercer influencia sobre la composicion de la
S-layer y localizacion (adherida, libre o adentro de la espora), e incluso la expresion de
genes slp de las cepas (Jakava-Viljanen, et al 2002, Mignot et al, 2002). Optimizar las
condiciones de producciéon para obtener una proteina adherida o no a la célula o la
espora, y las condiciones de bioadsorcion (seleccion de la cepa, fase de crecimiento,

medio, efector de estrés, y metales ensayados) son los siguientes pasos a seguir.
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Se puede concluir que las S-layer de B. sphaericus le aportan al menos dos propiedades
importantes a estos cultivos:

1- capacidad de captacion de metales lo que le permite a estos bacilos crecer en
medios contaminados y de mantener sus esporas. Esto explicaria porqué las
preparaciones de Bacillus sphaericus se mantienen mejor (mayor persistencia)
que Bti en sitios contaminados para su uso como bioinsecticida

2- proveer algin motivo proteico, posiblemente una actividad hemolitica, que
aumentaria la actividad y espectro de accion. Esta actividad, similar a las Cyt
presentes en cristales de Bti, podria disminuir la aparicion de mosquitos
resistentes a las toxinas de Bacillus sphaericus.

Ademads, presentan modificaciones estructurales, postraduccionales, que modularian

estas actividades frente a efectores de estrés y que seria importante determinar.

Transformacion y construccion de mutantes en B. sphaericus

Para poder determinar las funciones en la osmoadaptacion hubiera sido interesante
contar con una mutante ya sea nula o condicional de sipC.

El estudio genético de Bacillus sphaericus 2362 ha sido obstaculizado debido a la falta
de un sistema eficiente de transformacion. Los protocolos existentes para Bacillus

fueron ineficientes en B. sphaericus. La primera cepa de esta especie en lograr ser
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transformada fue la cepa 1593 utilizando protoplastos y transformacién con PEG
(polietilenglicol) y ADN del plasmido pUB110 (en 1984 por Mc Donald y Burke).

Los ensayos de electroporacion han sido muy variados y en algunas cepas como la 2297
0 MR4 el grupo de Delécluse consigui6 transformacion, no asi con la 2362 (Thiéry et al,
1998).

En nuestro laboratorio, solo con la cepa ABS13052 (deficiente en restriccion hsdR) de
Yousten se lograron resultados positivos (A. Alice, Tesis doctoral 2001). Durante el
desarrollo de esta Tesis se probaron diferentes estrategias para conseguir resultados de
transformacion.

Es previsible que la S-layer pueda ser un obstaculo a la entrada del ADN. Por eso se
intentd desnudar de S-layer a la bacteria para después someterla a un protocolo de
eletroporacion segun Seyler (1991).

También, se intentd utilizar protocolos de electroporaciéon de células precrecidas en
medio hiperosmético generado por NaCl, en vista de los resultados positivos
desarrollados en nuestro laboratorio para Lactobacillus (Palomino et al, 2010). Se
intent6 adaptar el protocolo, lavando previo a la generaciéon de competentes con EDTA
para lavar de la capa S, aunque de todos modos la eficiencia resulté muy baja.

Luego, se ensayaron protocolos de transformacién mediado por protoplastos, realizando
modificaciones a las ya descriptas por Mc Donald y Burke (1984). Se realizé un
protocolo por generacién de protoplastos y PEG. Pese a que la generacion de
protoplastos resulté muy exitosa, no se pudo lograr mejorar los valores de eficiencia,
fundamentalmente por problemas en la regeneracion de los mismos.

La presencia de glicosilacion en la capa S ha sido considerada un factor mas para la
resistencia de algunas bacterias a tomar ADN fordneo. En particular, en Paenibacillus
alvei CCM 2051 se demostrd que la eficiencia de transformacion en una mutante de
glicosilacién mejoré en un factor 500 respecto de las células salvajes. Los autores de
este trabajo argumentan que las razones fundamentales para la mejora en la
transformabilidad se deben a la repulsion de carga que existia en la cepa salvaje entre
los glicanos de la S-layer y las moléculas de ADN a incorporar o por el impedimento
estérico (Zarschler et al, 2009). En el caso de que la S-layer de Bacillus sphaericus
portara una S-layer glicosilada, la obtencién de una mutante de glicosilacién podria ser
una ventaja para obtener una cepa mds transformable.

En cuanto a la presencia de genes que podrian encenderse debido a la ausencia del gen

slpC, ya desde 1989 se describié para la cepa 2362 un ORF codificante para una
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probable proteina de 80 kDa con alta similitud a la S-layer (Bowditch et al, 1989). Para
la cepa emparentada C3-41 se encontraron 22 posibles secuencias codificantes para S-
layer, que podrian haber sido objeto de duplicaciones de secuencias genomicas. En las
cercanias de las duplicaciones, se hallaron secuencias de transposasas y proteinas de la
familia de integrasas de fagos, lo que avalaria esta hipétesis (Hu et al, 2008).

Por otro lado esta especie es altamente productora de sistemas de restriccion a los cuales
su ADN esta modificado, razén por la cual seria importante pensar en estrategias de
“proteccion del ADN” entrante. En este contexto tanto la fusién con un “donante”
inactivado por calor portador del plasmido, obtenido en una cepa con altos niveles de
modificacion, con un receptor final parcialmente saturado en su sistema de restriccion
seran considerados.

En cuanto a la obtencién de una mutante de S-layer es importante evaluar una estrategia
de mutante condicional, por ejemplo utilizando un pldsmido con una secuencia
antisentido del promotor slpC que pueda generar mutantes a través de ARN de

interferencia.
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