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RESUMEN

Es comuan observar que cuando una poblacion bacteriana isogénica es estimulada en un
ambiente homogéneo por una determinada sefial, las células individuales de esta poblacién
no se comportan de la misma manera. Este comportamiento heterogéneo es de cierta forma
evidente en procariotes capaces de diferenciarse, tales como la bacteria formadora de
esporas Bacillus subtilis.

Se ha demostrado que cuando una poblacion de B. subtilis es inducida para la formacién
de esporas, inicialmente solo una pequefia proporcion elige este destino dentro de otras
posibilidades de diferenciacién que B. subtilis tales como célula matil o célula canibal, como
ejemplos. La heterogeneidad del inicio de la esporulacion en B. subtilis ha sido modelo de
estudio de la toma de decisiones en sistemas biologicos por afios. A pesar de ello, aln es
pobremente entendido como es que una célula elige qué destino celular seguir.

La cascada que controla el inicio de la esporulacidon en B. subtilis es una version mas
compleja de un sistema de dos componentes, denominado fosforrelevo. La mayoria de los
componentes de este fosforrelevo y otros aspectos relacionados tales como sus circuitos
de regulacion, han sido evaluados experimentalmente para estudiar su papel como agentes
que determinan que el regulador maestro SpoOA alcance el nivel de activacién apropiado
para iniciar el proceso de esporulacién en una célula. En estudios previos realizados por
otros grupos de trabajo, se ha denotado al fosforrelevo como el sistema que principalmente
produce el ruido que dirige el comportamiento estocastico del inicio de la esporulacion, sin
sefalar a ningln elemento especifico como el responsable. Por otro lado, en comparacién
con el resto de los componentes del fosforrelevo, la fosfotransferasa SpoOB ha recibido
poca atencidn. Andlisis bioinformaticos realizados en nuestro laboratorio, asi como
caracteristicas especificas de spoOB/SpoOB descubiertas experimentalmente en otros
grupos de trabajo, apoyan su papel como un factor limitante para la fosforilacion de SpoOA.

El principal objetivo de este trabajo fue construir un sistema que permita evaluar si la
expresion de spo0B controla la proporciéon de células que inician el proceso de esporulacién
en una poblacion. Para ello, los genes spoOB, kinA, y spoOF fueron clonados bajo el
promotor inducible con IPTG, Phyperspank, € insertados en el genoma de B. subtilis en cepas
separadas. Debido a los bajos niveles de expresion de spoOB en comparacion con otros
componentes del fosforrelevo, el gen fue escindido de su locus nativo para evitar la
expresion de fondo en la cepa Phyperspank-SPO0B::amyE. Adicionalmente, los genes
reporteros Pspoig-GFP (esporulacion tardia) y Pspoia-DSRed (esporulacion temprana), se
insertaron en cada una de estas tres cepas.

El andlisis de la cepa AspoOB Phyperspank-SP00B::amyE muestra que previamente a la
induccién con IPTG, las células expresan al gen spoOB. Esta caracteristica no es adecuada
para un sistema en el que la concentracion de un gen es excepcionalmente baja de forma
nativa dentro de la célula, como es spoOB. Por ello, en este trabajo se sugieren opciones
para abordar las dificultades presentadas respecto al control de la expresién de spoOB.
Adicionalmente, al inducir la expresion de SpoOB incluso en concentraciones bajas, no se
forman esporas en la poblacion, por lo que se sugieren experimentos posteriores para el
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andlisis de este efecto. Finalmente, este trabajo permiti6 montar diversas técnicas en el
laboratorio relacionadas a la manipulacion genética y estudio de B. subtilis, asi como la
exploracion de técnicas novedosas como microfluidica.

11



ABSTRACT

It is common to observe that when an isogenic bacterial population in a homogeneous
environment is stimulated by a determinate signal, the individual cells in the population do
not behave in the same manner. This heterogeneous behavior is kind of evident in
procaryotes capable of differentiating, such as the spore forming bacteria Bacillus subtilis.

It has been demonstrated that when a B. subtilis population is induced to form spores,
initially only a small proportion of the population choses spore fate between other possible
options such as miner cell or cannibal cell. The heterogeneity of initiation of sporulation in
B. subtilis has been a model of study of decision making in biologic systems for years. In
spite of it, is still poorly understood how a cell chooses which cell fate to follow.

The cascade that governs the initiation of sporulation in B. subtilis is a more complex version
of a two-component system (TCS), named phosphorelay. Most of the components of this
phosphorelay and other related aspects such as the regulatory loops of the cascade have
been evaluated experimentally to test if they are the element that determines that the master
regulator SpoOA reaches the appropriate activation level to initiate the sporulation process
in a cell. In previous studies in other groups, the phosphorelay as a whole has been pointed
as the system that mainly generates the noise that drives the stochastic behavior of entry
into sporulation, without signaling any specific element as the responsible. On the other
hand, in comparison to the other components of the phosphorelay, the phospho-transferase
SpoOB has received little attention. Bioinformatic studies developed in our research group,
as well as specific characteristics of spoOB/Spo0OB discovered experimentally in others,
support the role of Spo0OB as a limiting factor for SpoOA phosphorylation.

The main objective of this work was to build a system that allows us to evaluate if the
expression of spo0B controls the proportion of cells that initiates the sporulation process in
a population. In order to test this, spo0B, kinA, and spoOF genes were cloned under an IPTG
inducible promoter, Phyperspank, @and inserted in B. subtilis genome in separate strains. Due to
the low spo0OB expression levels in comparison with other phosphorelay components, the
gene was excised from its native locus to avoid background expression in the strain
Phyperspank-Sp00B::amyE. Additionally, the reporter genes Pspoio-GFP (late sporulation) and
Pspoiia-DsRed (early sporulation) were added to each of these strains.

Analysis of the strain AspoOB Phyperspank-Sp00B::amyE  shows that previously to IPTG
induction, cells express spoOB. This feature is not suitable for a system in which the
concentration of a gene is exceptionally low natively within the cell, such as spoOB.
Therefore, in this work we suggest options to address the spoOB expression control.
Additionally, by inducing the expression of spoOB even in low concentrations, no spores
were formed in the population, so subsequent experiments are suggested for the analysis
of this effect. Finally, this work allowed to standardize several techniques in the laboratory
related to genetic manipulation and study of B. subtilis, as well as the exploration of novel
technigues such as microfluidics.
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l. INTRODUCCION

Procesamiento de lainformacién en sistemas bioldgicos

Para sobrevivir, los organismos deben adaptarse a cambios ambientales repentinos que
ejercen una presion selectiva y, por lo tanto, sus posibilidades de sobrevivencia dependen
de su capacidad para responder en forma rapida y precisa. La adaptacion a estos cambios
esta estrechamente ligada a la adecuada percepcion, procesamiento y transmision de los
estimulos que generen respuestas celulares apropiadas. La percepcion y procesamiento
intracelular de estos estimulos se lleva a cabo por circuitos moleculares que detectan y
amplifican las sefales, permitiendo asi la generacion de respuestas especificas (Barba-
Ostria, 2014).

La adaptacion a estimulos ambientales en bacterias estd mediada principalmente por la
expresion de reguladores transcripcionales, incluyendo proteinas serina-treonina cinasas,
factores sigma de funcién extracitoplasmica, y sistemas de transduccién de sefales de dos
componentes (Bretl et al., 2011).

Sistemas de transduccién de sefales en bacterias

Los sistemas de dos componentes o TCS segun sus siglas en inglés Two Component
System, tienen funciones esenciales en eventos de sefalizacién tales como comunicacion
célula-célula, adaptacion al medio ambiente y patogénesis en el caso de organismos
patégenos (Wang, 2012). Estos sistemas son uno de los medios predominantes a través
de los cuales las bacterias perciben, responden y se adaptan a cambios en el ambiente en
el que se encuentran, asi como a su estado intracelular (Laub and Goulian, 2007). Estos se
encuentran representados ampliamente en bacterias, asi como en determinadas arqueas,
y algunos grupos de eucariotes tales como hongos, plantas y mohos mucilaginosos, pero
se encuentran ausentes en mamiferos (Bretl et al., 2011; Wang, 2012; Barba-Ostria, 2014).

Estos sistemas consisten de dos proteinas, una histidina cinasa sensora y un regulador de
respuesta. Las sefiales que activan estos sistemas promueven el estado fosforilado del
regulador de respuesta, que es generalmente la forma que lleva a cabo funciones
especificas dentro de las que se encuentran la unién a DNA y catalisis de reacciones
bioquimicas.

Las proteinas histidina cinasa sensoras se encuentran generalmente como proteinas
integrales de membrana que funcionan como dimeros, aunque también existen formas
citoplasmaticas. En la figura 1 se puede observar cémo el dominio input de la histidina
sensora cinasa responde a sefales a través de la activacion del dominio autocinasa, que
se fosforila a partir de ATP en un residuo histidina conservado. Posteriormente, la proteina
sensora cinasa interactta con el dominio receptor del regulador de respuesta transfiriendo
el grupo fosforilo al regulador de respuesta en un residuo aspartato que también esta
conservado. La fosforilacion del regulador de respuesta genera cambios conformacionales
activando su dominio output o de accion, el cual lleva a cabo funciones especificas tales
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como regulacion transcripcional, union a RNA, interaccion proteina-proteina u otras

actividades enzimaticas (Mitrophanov and Groisman, 2008; Bretl et al., 2011; Barba-Ostria,
2014).

Existen versiones mas complejas de los sistemas de transduccion de sefiales de dos
componentes, denominados fosforrelevos. Los fosforrelevos también son mediadores clave
de la transduccién de sefiales en bacterias (Mitrophanov and Groisman, 2008) y permiten
la convergencia de una mayor cantidad de puntos de regulacion dentro de la cascada tanto
a nivel de fosfotransferencia como a nivel de regulacion transcripcional de sus componentes
respecto a los TCS. Estos sistemas también contienen una histidina cinasa sensora y un
regulador de respuesta terminal con las mismas caracteristicas antes mencionadas. La
proteina sensora cinasa inicialmente transfiere el grupo fosfato a un regulador de respuesta
en su residuo aspartato conservado que carece de un dominio output o de accion. El
regulador de respuesta transfiere el grupo fosforilo a una proteina fosfotransferasa que
contiene un residuo histidina. Este tercer componente funge posteriormente como
fosfodonador al regulador de respuesta terminal, que si posee un dominio output capaz de

generar respuestas celulares (Figura 1) (Mitrophanov and Groisman, 2008; Bretl et al.,
2011).

Domains Proteins
Signal Signal

Input
Sensor
kinase

ADP \\ Autokinase ADP \

Response

\ Receiver .—‘*sv~® regulator

His-containing
/J phosphotransfer O_ His—(?) Phosphotransfer

/ protein
/
Asp—@ Receiver Asp—@
Response
regulator
Output

Response Response

Two-component

system Phosphorelay

Figura 1. Organizacion de un sistema de dos componentes prototipico (A) y un
sistema fosforrelevo en bacterias. Figura tomada de Mitrophanov and Groisman,
2008.
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Frecuentemente, los fosforrelevos regulan fendmenos celulares complejos tales como
desarrollo y control de ciclo celular en bacterias. Dentro de estos se incluye, formacion de
heterocistos en cianobacterias, esporulacion en Myxococcus xanthus, desarrollo y
formacion de cuerpos fructiferos en Dictyostelium (Revisado en Hoch, 2000), mientras que
en B. subtilis se encuentra un fosforrelevo que dirige a la célula hacia el destino de célula
canibal, productora de matriz o hacia la formacién de endoespora.

Diferenciacion celular en sistemas bioléqgicos

A pesar de que generalmente la diferenciacion se relaciona con eucariotes pluricelulares,
las bacterias también tienen cierta capacidad de diferenciaciébn durante la cual se
desarrollan en determinados tipos celulares con funciones especializadas. Se conoce que
B. subtilis puede presentar los distintos tipos celulares de célula matil, canibal, productora
de matriz o de surfactinas, competente, minera o espora, que coexisten dependiendo de
las condiciones ambientales.

Sin embargo, Bacillus no es el Unico género de bacterias capaz de diferenciarse. Por
ejemplo, el organismo acuatico Caulobacter cresentus tiene heterogeneidad innata
incorporada en su poblacion. Para lograr la replicacién, Caulobacter se divide
asimétricamente para producir dos células genéticamente idénticas, pero morfolégicamente
distintas: las células swarmer, que son capaces de nadar utilizando un flagelo, y las células
stalked, que se adhieren a las superficies. Sdlo las células stalked pueden replicar su DNA
y por lo tanto las células swarmer deben diferenciarse primero en células stalked antes de
replicarse. Otro ejemplo son las cianobacterias fotosintéticas, tales como Anabeana sp. que
crecen en filamentos y, bajo condiciones limitantes de nitrégeno, alrededor del 5-10% de
las células organizadas en filamentos se diferencian en heterocistos, que son células
especializadas en la fijacion de nitrégeno. Esta diferenciacién es esencial porque las células
vegetativas producen oxigeno a través de la fotosintesis y el heterocisto protege a las
enzimas fijadoras de nitrdgeno sensibles al oxigeno producido por sus vecinos. Existe una
interdependencia entre estos dos tipos de células, ya que los heterocistos suministran a las
células vegetativas con nitrogeno fijado y la proporcion fotosintética de la poblacion provee
al resto con carbono y agentes reductores. Un ejemplo mas complejo es Myxobacteria, que
son microorganismos sociales que, tras la inanicién, coordinan su comportamiento para
formar monticulos denominados cuerpos fructiferos en los que participan miles de células.
Solo las células dentro de los monticulos son capaces de diferenciarse en esporas
metabdlicamente inactivas. Sin embargo, incluso cuando los cuerpos fructiferos se han
formado, un subconjunto de células denominado varillas periféricas mantienen el
crecimiento vegetativo fuera de los cuerpos fructiferos, presumiblemente listos para
aprovechar cualquier cambio repentino en la disponibilidad de nutrientes. (Revisado en
Lopez et al., 2009 a).

En estos organismos, se denota que pueden existir distintos programas de diferenciacion
presentes en las células isogénicas individuales de una poblacién, aunque el ambiente que
los envuelve sea el mismo. A pesar de que se esperaria que las células tuvieran un
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comportamiento idéntico debido a que provienen de un ancestro clonal y albergan genomas
idénticos, cada vez existen mas reportes en los que no se observa esta conducta. El
concepto légico de que las células rodeadas de una sefial homogéneamente distribuida
responderian de forma equitativa a una sefial, fue desplazada por la observacion de
subpoblaciones de células en cultivos dispersos, concepto que se conoce €omo
heterogeneidad de comportamiento celular (Lopez and Kolter, 2010). En la actualidad, se
conoce que el efecto estocastico o ruido en la expresion genética influye en las amplias
variaciones entre célula y célula observadas en poblaciones isogénicas (Elowitz et al.,
2002). Estas fluctuaciones ocurren en una diversidad de procesos celulares, dentro de los
que se encuentran la tasa de transcripcion, traduccién y degradaciéon de genes, transcritos
0 proteinas, la difusidon e interacciobn de componentes celulares en el citoplasma y
reparticion no equitativa de componentes entre célula y célula durante la division celular.
Esto provoca que, a pesar de encontrarse bajo un mismo ambiente, el paisaje de
posibilidades de respuesta de las células sea muy variado.

El comportamiento heterogéneo es mas notorio en procariotes multipotenciales, es decir,
procariotes que tienen la capacidad de diferenciarse en distintos tipos celulares. Tal es el
caso de B. subtilis; un modelo que permite el andlisis de comportamientos complejos.
Debido a que presenta rutas de diferenciacion relativamente simples, este organismo ha
sido un sistema modelo para el estudio de toma de decisiones de destinos celulares durante
el desarrollo.

Il. ANTECEDENTES

Bacillus subtilis como modelo de estudio

La bacteria Gram positiva Bacillus subtilis ha sido objeto de estudio intensivo por alrededor
de seis décadas. Esta bacteria es aerobia, no patdégena y fue inicialmente clasificada como
una bacteria de suelo, pero su capacidad de crecer en diversos ambientes acuaticos y
terrestres; desde la superficie de raices de algunas plantas hasta el tracto gastrointestinal
de algunos animales, se conoce bien en la actualidad (Harwood, 2007; Freyre-Gonzalez et
al., 2013). Esta capacidad de adaptarse a distintos ambientes ha sido atribuida
principalmente a la formacion de endosporas, lo cual ocurre en determinadas condiciones
de estrés e inanicion (Freyre-Gonzalez et al., 2013), pero adicionalmente, B. subtilis
presenta un esquema de adaptacion determinado “bet-hedging”, que consiste en que
subpoblaciones de células de una poblacion expresan distintos grupos de genes
previamente al estrés ambiental, lo cual genera una diversidad de fenotipos que le permitiria
a la poblacién sobrevivir a condiciones diferenciales de crecimiento futuras y promover la
aptitud biol6gica de la especie (Davis and Isberg, 2016).
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Bacillus subtilis y la heterogeneidad del comportamiento

Las distintas subpoblaciones de células especializadas de B. subtilis coexisten. La
coordinaciéon e interaccibn entre estos tipos celulares requiere amplia comunicacion
extracelular dirigida principalmente por la percepcion de sefiales secretadas
autoproducidas. Estas sefiales extracelulares activan un grupo de proteinas sensoras
cinasas, que responden fosforilando a tres proteinas reguladoras maestras, Spo0OA, DegU
y ComA. Cada regulador activado (fosforilado) inicia un programa especifico de
diferenciacion mientras que al mismo tiempo reprime otros programas de diferenciacion.
Esto permite a la célula diferenciarse en respuesta a una sefal especifica, incluso en la
presencia de otra sefial, posiblemente conflictiva. La subpoblacién de células mdviles solo
esta presente cuando ninguno de los programas de diferenciacién celular est activo y son
mutuamente excluyentes a cualquier otro tipo de célula especializada. En contraste con la
subpoblacion de células mdtiles, el resto de los tipos de células generalmente comparten
los programas de diferenciacion y a veces se superponen (Revisado en Lopez and Kolter,
2010).

Los reguladores globales influencian la diferenciacion celular en B. subtilis

La fosforilacion del regulador DegU, como se denota en la figura 2, genera la expresion de
la maquinaria responsable de la produccién y secrecion de proteasas, resultando en la
diferenciacién de la subpoblacién minera. Este tipo celular tiene la capacidad de degradar
tanto productos secretados por otras células en la poblacion, asi como productos liberados
por células muertas dentro de la fase estacionaria. La funcién de esta maquinaria de
degradacién es proveer nutrientes extra a la comunidad al degradar proteinas exdégenas en
péptidos mas pequefios y polisacaridos en mono o disacaridos que pueden ser utilizados
mas facilmente por las células (Lopez et al., 2009). De forma similar, la fosforilacion de
ComA induce la ruta hacia la produccién de surfactinas. Adicionalmente, una fraccion de
las células productoras de surfactinas sigue un segundo proceso de diferenciacién hacia
células competentes. Finalmente, la fosforilacion de SpoOA activa las cascadas hacia la
produccion de matriz y canibalismo cuando hay bajas concentraciones de SpoOA fosforilado
en la célula, mientras que cuando hay altas concentraciones, se inducen los genes de
esporulacion (Revisado en Lépez and Kolter, 2010).

En una biopelicula de B. subtilis, distintas subpoblaciones de tipos celulares coexisten y
exhiben diferentes patrones de distribucion espacio-temporal. La diferenciaciéon en
subpoblaciones es un requisito clave para la formacion de la arquitectura de una colonia
compleja porque la ausencia de uno de esos reguladores clave dan como resultado
defectos draméticos en la colonia morfologia. La expresién de genes requerida para la
motilidad es conferida cuando los reguladores mencionados anteriormente se encuentran
en un estado no fosforilado. Cuando las células se vuelven sésiles, los reguladores
maestros DegU, ComA o SpoOA se activan en respuesta a la presencia de diversas
sefiales extracelulares, lo que disminuye la poblacion de células maétiles y favorece la
diferenciacion de los diferentes tipos celulares (Revisado en Mielich-Suss and Lopez, 2015).
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Figura 2. Representacion esquemdtica de los distintos tipos
celulares que se diferencian en comunidades de Bacillus subtilis.
Figura tomada de Lépez and Kolter, 2010.

Las células moviles posicionadas en la capa inferior de la biopelicula contribuyen a la
expansion de la comunidad, mientras que los productores de matriz localizados en el nacleo
producen principalmente la matriz extracelular y mantienen su rigidez. Las esporas estan
presentes en estructuras aéreas en la parte superior de la biopelicula, que facilitan su
dispersion. Células DegU~P, localizadas preferentemente en la superficie de la biopelicula
adheridas al agar, favorecen la formacién de la capa BslA que recubre la biopelicula. El
patrén de distribucion espaciotemporal de células competentes y los productores de
surfactina son aun desconocidos debido al pequefio tamafio de esta subpoblacion, lo cual
impide su deteccion en las comunidades en general (Revisado en Mielich-Siuiss and Lopez,
2015).

Como es que las células eligen un destino celular al presentarse varias posibilidades, es
una pregunta fundamental y pobremente entendida (Kuchina., 2013). También se
desconoce como es que los sistemas multipotenciales de diferenciacién alcanzan una
eleccion de destino celular decisiva manteniendo la habilidad de responder a cambios en el
ambiente (Kuchina et al., 2011). Un sistema modelo para el estudio de cédmo es que las
redes de regulacion del desarrollo determinan el destino celular es la formacion de esporas
en la bacteria Gram positiva Bacillus subtilis (Chastanet et al., 2010) debido a que se ha
observado que a pesar de que las células se encuentren en un mismo ambiente que induce
esporulacién, solo una proporcion de las poblacién inicia la diferenciacion hacia este
destino.
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Esporulacion en B. subtilis

Las esporas son un tipo celular que permite la preservacion y propagacion de la informacion
genética de determinados organismos al enfrentarse a condiciones austeras. Por ejemplo,
limitacion de oxigeno y/o nutrientes. Las esporas funcionan como un mecanismo de
defensa tanto temporal como espacial de condiciones locales no favorables para el
crecimiento réapido (Nicholson, 2002). Estas estructuras son un tipo celular altamente
resistente y longevo (Errington, 2003). Las endosporas son producidas por linajes antiguos
de bacterias, tales como el género de anaerobios Clostridium y aerobios de diversos
géneros, de los cuales el mejor estudiado es Bacillus (Errington, 2003).

La esporulacion es un proceso energéticamente costoso debido a que requiere
reorganizaciéon morfologica celular significativa, por lo que la decision de la célula de
esporular esta sujeta al resultado de la integracién de mdltiples sefales a través de una
compleja red de regulacion de la expresion genética, dentro de la que se encuentra un
fosforrelevo controlando el inicio de la esporulacion, el cual se describe mas a continuacion.

Fosforrelevo del inicio de la esporulacién de B. subtilis

Durante la cascada del fosforrelevo del inicio de la esporulacion de B. subtilis, estan
involucradas cinco histidina cinasas - KinA, KinB, KinC, KinD y KinE - que se autofosforilan
para transferir el grupo fosforilo a SpoOF, la fosfotransferasa reguladora de respuesta
(Bijlsma and Groisman, 2003). La histidina cinasa que fosforila principalmente SpoOF, es
KinA, de la cual no se conoce cual es la sefial que induce su actividad (Mitrophanov and
Groisman, 2008). SpoOF fosforilada (SpoOF~P) transfiere el grupo fosforilo a Spo0B (Fujita
and Losick, 2005 a). Finalmente, Spo0B~P transfiere el grupo fosforilo, y asi activa al factor
maestro de la transcripcién, SpoOA, del cual se ha demostrado que mas de 520 genes (mas
del 10% de todos los genes de B. subtilis) estan directa o indirectamente bajo su control
(Fawcett et al., 2000). De estos, alrededor de 120 estan regulados de manera directa.

Por otro lado, los grupos fosforilo son sustraidos del fosforrelevo mediante la accién de
proteinas que fosfatan a SpoOF~P y SpoOA~P (Fujita and Losick, 2005 a). Este sistema se
puede observar en la figura 3. Las proteinas conectoras modulan los niveles de las formas
activas de reguladores de respuesta al actuar sobre los varios posibles pasos que
determinan su estado de fosforilacion o su actividad (Mitrophanov and Groisman, 2008).
Los conectores Sda y Kipl bloquean la activacion del fosforrelevo al inactivar la
autofosforilaciéon de KinA. Los conectores RapA, RapB, Rap E y RapH promueven la
fosfatacion del regulador de respuesta SpoOF~P; los conectores SpoOE, Yisl y YnzD actian
de forma similar sobre SpoOA~P. La expresién de los conectores esta controlada por
condiciones de crecimiento, estado de la maquinaria de replicacién y desarrollo de
competencia (a través de la actividad de ComA y ComK) los reguladores clave de los genes
de competencia (Mitrophanov and Groisman, 2008).
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Figura 3. Esquema del fosforrelevo que inicia la esporulacién en B. subtilis. Se
observa que los conectores de sistemas de dos componentes pueden inhibir la
autofosforilacion de la proteina sensora o promover la fosfatacién del regulador de
respuesta fosforilado. Figura tomada de Bretl et al., 2011.

Formacion de la endoespora

El estimulo principal de la esporulacion es la inanicion, aunque también es importante que
la densidad de poblacion sea alta (Errington, 2003). En la figura 4, se muestra el esquema
de los pasos clave para la formacién de la endospora de B. subtilis. La esporulacion inicia
con la etapa 0, en la cual el cromosoma se encuentra duplicado, pero no hay ningn cambio
morfolégico aun. Posteriormente, durante la etapa |, los cromosomas se condensan y se
anclan a los origenes de replicacién que se encuentran en los polos de la célula. El primer
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evento morfoldgico durante el inicio de la formacion de la endospora es la division asimétrica
de la célula, durante la etapa Il. La formacion del septo asimétrico es un evento clave en el
desarrollo de la espora, ya que inicia una cascada de cambios en la expresidén genética que
involucra diferentes programas de expresion genética en las dos células; llevados a cabo
por los factores o, activo en la prespora y of que se vuelve activo en la célula madre. La
division celular en bacterias es llevada a cabo por una maquinaria conservada que involucra
a la proteina FtsZ, un homologo bacteriano de la proteina tubulina. Esta proteina también
participa durante la formacién del septo que da origen a la division asimétrica durante la
esporulacién. La acumulacion de FtsZ y la sintesis de la proteina especifica de esporulaciéon
SpollE, provocan el reposicionamiento de FtsZ en dos anillos separados, cada uno cerca
de un polo de la célula. Este reposicionamiento provoca que FtsZ se redistribuya en forma
helicoidal del centro de la célula a los polos. Estos anillos Z cerca de los polos usualmente
no son iguales y solo uno de ellos es el que formara el septo (Errington, 2003).
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Figura 4. Ciclo de esporulacion de Bacillus subtilis. Este esquema simplificado
muestra los eventos clave del ciclo. Figura tomada de Errington et al., 2003.
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Posterior a la division asimétrica, ocurre el engullimiento de la prespora (Etapa lll). La
finalizacion del engullimiento es seguida por la formaciéon de la corteza (Etapa 1V) y el abrigo
de la espora (Etapa V). El proceso continGa con la maduracion de la misma (Etapa VI) y
termina en la muerte por lisis de la célula madre (Etapa VII) y la liberacion de una célula hija
latente que puede resistir amenazas como calor, radiacién y quimicos toxicos (Errington,
2003; Schultz et al., 2009; Tan and Ramamurthi, 2014).
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Evaluacion de la fuente de la estocasticidad del inicio de la esporulacion

Comportamiento bimodal durante el proceso de esporulacidon

El proceso a través del cual sélo una fraccion de las células en una poblacién dispersa se
diferencia es conocida como bimodalidad, debido a la distribucién bimodal de la expresion
génica en la que una poblacion genéticamente idéntica se bifurca (L6pez and Kolter, 2010).
El concepto de moda de un conjunto de datos, se refiere al valor que aparece mas
frecuentemente en dicho conjunto. Este comportamiento bimodal se ha logrado observar
en procesos de desarrollo como esporulaciéon, motilidad y formacién de matriz extracelular
en B. subtilis (Revisado en Lopez and Kolter, 2010).

Como se ha mencionado anteriormente, el inicio de la esporulacién esta determinado por
un fosforrelevo que esta sujeto a tres circuitos de retroalimentacion positiva. A pesar de ello,
la decision final de esporular es estocastica debido a que sélo una porcién de la poblacion
esporula aln en condiciones 6ptimas (Chastanet et al., 2010). Este fenbmeno se conoce
como biestabilidad o heterogeneidad de esporulacion (Jong et al., 2010). Un sistema
biestable es un tipo de sistema bimodal en el que a pesar de las diferencias durante la
expresion genética se promueve la estabilidad de ambos estados.

Pese a que se han realizado diversos estudios sobre la fuente de la estocasticidad durante
el inicio de la esporulacion, esta aun no se conoce. Incluso, existen opiniones
controversiales. Veening et al. sefialan que la distribucién de SpoOA es bimodal per se, lo
gue permitiria explicar la bimodalidad de la esporulacién (Veening et al., 2005), mientras
que Chastanet et al. sefialan que la distribucion de SpoOA es completamente heterogénea
dentro de la poblacién (Chastanet et al., 2010; De Jong et al., 2010).

SpoOB como paso limitante en el flujo de fosfato dentro del fosforrelevo

A pesar de que los sistemas bioldgicos funcionan como un todo, la divisién de labores es
una propiedad clave del procesamiento de informacion en la célula. Por lo anterior, es
posible identificar dentro de las redes médulos estructurales, dinamicos y funcionales. Estos
modulos, pueden ser estudiados computacional y/o experimentalmente. El sistema del
fosforrelevo es un médulo estructural ya que tiene todos los elementos para definir varios
destinos celulares; funcional ya que gracias a la transmision y la deteccion de sefiales es
capaz de dar una respuesta a estimulos; y dinamico ya que tiene circuitos de regulacion en
mas de un nivel que le ayudan a dar respuestas multiples pero especificas.

En este sentido, nuestro grupo de investigacion realizé simulaciones estocésticas respecto
al sistema de fosforrelevo de esporulacion de B. subtilis y generd un modelo probabilistico
de toma de decisiones controlado a nivel de red de sefalizacion (Granados-Castro and
Gutiérrez-Rios, 2013). El modelo se basa principalmente en datos experimentales
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reportados en la literatura (Grimshaw et al., 1998 a; Chastanet et al., 2010; Eswaramoorthy
et al., 2010 a; Igoshin et al., 2016) donde se identificaron médulos estructurales, dinamicos
y funcionales en el sistema del fosforrelevo. Este modelo se cred con el objetivo de integrar
la sefalizacién a nivel de flujo de fosfato y a nivel de regulacion genética que actla sobre
el fosforrelevo, como se muestra en la figura 5, y entender la probabilidad de esporulaciéon
como un proceso de toma de decision.
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Figura 5. Modelo del médulo de sefializacion de esporulacion. El flujo de fosfato se
muestra en color amarillo y retroalimentacion transcripcional en color morado. El
tamafio del circulo para SpoOB remarca el nimero inusualmente bajo de moléculas
en el citoplasma. Sda es una proteina relacionada con ciclo celular, que regula la
actividad de KinA. Tomado de Granados-Castro and Gutiérrez-Rios, 2013.

En el médulo de sefializacion, se tomaron en cuenta los siguientes eventos: el ingreso de
sefiales a través de las cinasas de histidina, la autofosforilacién de las cinasas, el flujo
reversible de fosfato a través del fosforrelevo, el control negativo en SpoOF mediado por
fosfatasas Rap, la activacién de SpoOA, el control negativo en SpoOA ejercido por SpoOE y
el efecto transcripcional conocido hasta ese momento de los reguladores SpoOA, SigH,
AbrB y SigA entre ellos mismos y sobre los componentes del fosforrelevo. Algunos de los
parametros numéricos tomados en cuenta para el desarrollo de este trabajo se muestran
en la tabla 1. Considerando los diferentes parametros y elementos del fosforrelevo en la
dinamica poblacional, el modelo predice la probabilidad de que una célula individual inicie
la formacion de la endospora, es decir, la probabilidad de que SpoOA presente los niveles
de activacion adecuada.

Asimismo, se muestra que la fosfotransferasa SpoOB actia como la interfaz de
comunicacion entre la integracion de sefales (en Spo0OF) y la activacion de SpoOA, es decir,
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funciona como plataforma de comunicacion entre ambos médulos. La determinacion de los
parametros cinéticos in vitro para las reacciones mediadas por SpoOB demostré que la
transferencia de fosfato de SpoOB~P a SpoOA es un millébn de veces mayor que una
fosfotransferencia mediada por la cinasa KinA~P directamente sobre SpoOA (Grimshaw et
al., 1998 a). De esta manera, Spo0OB no solo actuaria como un puente molecular entre la
red de sefializacion y la red de regulacién genética, sino también como un paso limitante
en el flujo de fosfatos.

Ademas, el conjunto de mecanismos de regulaciobn mencionados previamente genera una
separacion a escala temporal que tiene amplia influencia sobre la dinamica poblacional.
Como se mencioné anteriormente, en el modelo construido se estudio el efecto en la
dindmica de SpoO0A, y por consiguiente en la esporulacion, al variar diferentes parametros
cinéticos en el sistema. Para KinA, SpoOF y Spo0OA se encontraron resultados que ya han
sido observados tanto experimentalmente como en modelos tedricos, mientras que al
modificarse la concentracion de SpoOB en la simulacién, se puede observar un efecto
significativo en el tiempo de respuesta del sistema (Figura 6). Este tipo de efecto se ha
observado previamente, en el que al encontrarse una pequefia cantidad de una
determinada molécula dentro de una célula, los efectos estocasticos son prominentes, a
diferencia de cuando el niumero de moléculas presente es alto, por los sistemas se
comportan de una forma mas predecible (Raser and O’Shea., 2010).
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Figura 6. Simulacién del tiempo antes de esporular como funcién de la variacion de la concentracion de
SpoOB. A) Tiempo de respuesta (numero de eventos en la simulacién) para que la concentracion de
SpoOA~P alcance 50% de su estado estacionario como funcién del nimero de moléculas presentes de
SpoOB. Cada punto representa un tiempo promedio obtenido a partir de 100 simulaciones. B) Regresion
lineal para ajustar los datos a una ley de potencias (Granados-Castro and Gutiérrez-Rios, 2013).
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Es un hecho que la activacion de SpoOA es heterogénea en la poblacién. De forma general,
se ha propuesto que este comportamiento presenta tres estados durante el proceso de
toma de decisiones; umbral de concentracion bajo, un tiempo de espera en el que el nivel
de SpoOA no varia y un umbral de concentracion alto (Schultz et al., 2009). Como se ha
mencionado anteriormente, la concentracion de SpoOA~P en la célula esta correlacionada
con el destino celular a desarrollarse en B. subtilis. El lapso de tiempo en el que la actividad
de SpoOA~P no cambia, funge como tiempo de espera en caso de que ocurriera una
mejoria en las condiciones ambientales. Previamente se ha propuesto que este
comportamiento heterogéneo se debe a que el fosforrelevo en conjunto podria estar
actuando como un generador de ruido que provoca la heterogeneidad de SpoOA~P
(Chastanet et al., 2010). EI modelo desarrollado en nuestro grupo de trabajo predice a
Spo0B como el componente amplificador de ruido del fosforrelevo dentro del sistema por lo
que sugiere la importancia que Spo0B podria tener en la dinamica de esporulacion.

Respecto al ambito experimental, spoOB presenta discrepancias en su comportamiento en
comparacion con otros componentes del fosforrelevo. De los factores que gobiernan la
transcripcion de los componentes del fosforrelevo se sabe que la expresion del factor sigma
H (o") estimula la sintesis de la mayoria de los componentes (KinA, SpoOF y Spo0A)
(Predich et al., 1992; Asai et al., 1995). spoOB no se encuentra regulado por oH, por el
contrario, es transcrito preferencialmente bajo el control del factor house keeping sigma A
(oA) (Bouvier et al.,, 1984). Asimismo, se ha descrito que todos los componentes del
fosforrelevo, a excepcion de spoOB, incrementan su transcripcion al entrar en la fase
estacionaria de crecimiento (Chibazakura et al., 1991; Strauch et al., 1992). Adicionalmente,
se demostrd que la regulacion de kinA, kinB, spoOF, spo0A y sigH puede ser afectada por
la sobreproduccion de KinA, indicando que el flujo de fosfato afecta directamente la
transcripcién de los componentes del fosforrelevo. De nuevo, spoOB es la excepcion, ya
que su transcripcién no se encuentra bajo el control positivo de KinA (De Jong et al., 2010
a). Por otro lado, se ha demostrado que una mutante en el gen spoOB es incapaz de
esporular (Piggot and Coote, 1976), denotando la importancia de este componente durante
el proceso de esporulacién. SpoOB presenta propiedades especificas, no compartidas por
otros componentes del fosforrelevo; no se conoce ningln circuito de regulacién
transcripcional dependiente del mismo (Chastanet et al., 2010), sus niveles de expresion
son bajos en relacion a los demas componentes del fosforrelevo (entre 20 y 50 moléculas
por célula) (Eswaramoorthy et al., 2010 b), y su estado de fosforilacién no es regulado por
fosfatasas (Varughese et al., 2006).
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Evento Parametro Referencia
Parametro general de unién 0,005 1/(m*s) Igoshin et al., 2008
Parametro general de desunién 0,51/s "
Tasa de autofosforilacion de HK (general) 0,11/s "
Tasa de autodefosforilacién de HK (general) 0,001 1/s "
Fosforilacion HK RR 151/s "
Defosforilacion del RR por HK 0,05 1/s "
Fosfotransferencia KinA a SpoOF 0,08 1/s Grimshaw et al.,

1998
Tasa de autodefosforilacion de KinA (general) 0,002 1/s "
Fosfotransferencia SpoOB a Spo0A 0,21/s "
KinA autofosforilacion de KinA (sin SpoOF) 0,0019 1/s "
KinA autofosforilaciéon de KinA (con SpoOF) 0,01 1/s "
Dimerizacion de HK (general) 0,1 1/(m*s) Bray, 1993
Disociacion dimero HK (general) 0,51/s "
Tasa de degradacion de proteina (general) 4E-4 1/s Chastanet et al.,
2010

Tasa de degradacion de mRNA (general) 1E-11/s "
Tasa de traduccion por molécula de 4E-2 1/s "
mRNA(general)
Tasa de transcripcion de OE inactivo 1E-3 m/s "
Tasa de transcripcion de OE activo 3E-3m/s "
Kd SpoOA al promotor de skf 26 nM Fujita, 2005
Kd SpoOA al promotor de spollA 140 nM "
Kd SpoOA al promotor de spollE 64 nM "
Kd SpoOA al promotor de sdp 1300 nM "
Kd Spo0A al promotor de spollG 1700 nM "
Kd SpoOA al promotor de abrB 64 nM "

Tabla 1. Ejemplos de parametros utilizados en el modelo. M molar, m molécula, HK cinasa de histidina,
RR regulador de la respuesta. Los parametros generales son de modelos moleculares similares al de
Bacillus subtilis. Modificado de Granados-Castro and Gutiérrez-Rios, 2013.

En el caso de B. subtilis, se ha demostrado que ninguna de las proteinas del fosforrelevo,
distintas a Spo0B, son un paso limitante para la sintesis y fosforilacion de SpoOA (Chastanet
et al., 2010) y, por lo tanto, para la decision de la formacién de la endospora en B. subtilis.
Esto aunado, a que no se han encontrado circuitos de regulacion a nivel transcripcional
para el gen spo0B, y que tampoco se conocen fosfatasas que actien sobre Spo0OB, son
una causa por la que talvez no se ha estudiado a detalle el papel de SpoOB en este proceso.
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Por lo anterior, el proyecto aqui desarrollado contribuye al entendimiento del papel que
juega SpoOB en el compromiso celular hacia el fenotipo de esporulacion. Ademas, los
resultados a obtener permitiran conocer mas a fondo las caracteristicas estructurales y
dindmicas del sistema de esporulacién de B. subtilis.
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[l HIPOTESIS

La concentracion intracelular de SpoOB en las distintas células en cultivos de Bacillus
subtilis, determinaran cuales de ellas iniciaran el proceso de esporulacion.

V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Construir un sistema que permita la evaluacion de la dindmica de esporulacion dentro de la
poblacion al modular la expresién de spo0B.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener una cepa de B. subtilis 168 mutante nula en el gen spoOB y evaluar su
capacidad de esporulacion.

2. Construir un sistema que permita la modulacién de la expresion de spoOB y otros
componentes del fosforrelevo.

3. Construir e integrar en el sistema a reporteros que permitan el seguimiento del destino
celular de esporulacion mediante fluorescencia.

4. Analizar la dinAmica de esporulacién generada por la induccion transcripcional de
spoOB.
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V. MATERIALES Y METODOLOGIA

El presente trabajo se realizd con la cepa auxotrofa a triptéfano, Bacillus subtilis 168 trpC2.
Todos los procesos de transformacion de B. subtilis se llevaron a cabo con el protocolo y
los medios de cultivo descritos en los Apéndices 10.3.3 y 10.4.1, respectivamente:
Protocolo de transformacion mediante induccion de competencia natural en B. subtilis. Los
pladsmidos utilizados para el manejo de B. subtilis se obtuvieron de Bacillus Genetic Stock
Center (BGSC) a menos que se especifique una fuente distinta. Se utilizaron los siguientes
antibidticos con su respectiva concentracion, eritromicina 2 pg/ml, cloranfenicol 10 ug/ml,
fleomicina 10 pg/ml y espectinomicina 50 ug/ml, a menos que se especifique otra
concentracion.

Como vehiculo de mantenimiento de los plasmidos construidos se utilizé a E. coli DH5a. La
preparacion de células competentes y su transformacion se llevé a cabo con los protocolos
descritos en los Aprendices 10.3.1y 10.3.2: 10.3.1: Preparacion de células competentes de
E. coliy 10.3.2 Protocolo de transformacién de E. coli. Las ligaciones de los fragmentos se
realizaron con T4 DNA Ligasa Thermo Fisher Scientific, a 4 °C ON. La reaccién de ligacion
se purific6 mediante precipitacion con butanol (Apéndice 10.1.4) previamente a la
transformacion.

La amplificacion de los fragmentos para las fusiones y construcciones se realizé con
Phusion DNA Polimerasa Thermo Fisher Scientific. La verificacion de clonas se realizé con
Taqg DNA Polimerasa Thermo Fisher Scientific o Accuprime Pfx DNA Polimerasa Invitrogen,
dependiendo del tamafio del fragmento amplificado. Todas las construcciones realizadas
en este trabajo fueron verificadas mediante secuenciacién en la Unidad de Sintesis y
Secuenciacion de DNA del Instituto de Biotecnologia de la UNAM. Una tabla de los
oligonucledtidos y plasmidos utilizados en este trabajo junto con una breve descripcién de
cada uno, se despliega en los apéndices 10.2.1 y 10.2.2, respectivamente. Los
oligonucledtidos utilizados en este trabajo fueron sintetizados en la Unidad de Sintesis y
Secuenciacion de DNA del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

5.1 Construccién de un sistema que permita la modulaciéon del gen spo0OB

5.1.1 Construccién de la cepa Aspo0OB

Con el objetivo de obtener una cepa de B. subtilis 168 mutante nula en el gen spoOB
(Aspo0B), el gen fue escindido del cromosoma utilizando la técnica de recombinacién Cre-
Lox.

Se amplificaron las regiones flanqueantes al gen spo0B, es decir, tanto rio arriba como rio
abajo, asi como un casete de resistencia a espectinomicina (utilizado como sistema de
seleccidn). El casete de resistencia a espectinomicina esta flanqueado por dos sitios loxP
orientados en el mismo sentido, posicionado uno en cada extremo del casete. La
amplificacion del casete de espectinomicina flanqueado por los sitios lox se realiz6 a partir
del plasmido pLOXSpec-Walt (Fernando Valle, Genencor). Dicho casete se inserté entre
ambas regiones flanqueantes al gen spoOB mediante PCR sobrelapado. Esta fusion,
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denominada OBUp_spec_Dw, se clon6 en el vector pJET blunt 2.1 en E. coli DH5a con
CloneJET PCR Cloning Kit Thermo Fisher Scientific. En este caso, se utilizé una
concentracion de 400 ug/ml de espectinomicina para la seleccién de clonas positivas.
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Figura 7. Esquema del empalme de los fragmentos para la construccién de la fusion OBUp_spec_Dw.
Los oligonucle6tidos A (5208-0BmupA) y B (5217-0BmupSpB) se utilizaron para la amplificacion del
fragmento rio arriba de spoOB (rosa-izquierda). Los oligonucle6tidos C (5214-0BmupSpC) y D (6310-
0BmdownSpD) se utilizaron para amplificar el casete de espectinomicina (verde) flanqueado por dos
sitios loxP (negro), uno en cada extremo, orientados en el mismo sentido. Los oligonucle6tidos E (6309-
0BmdownSpE-N) y F (5213-0BmdownF-N) se utilizaron para la amplificacion del fragmento rio abajo de
spoO0B (rosa-derecha).

La fusién se nombré OBUp_spec_Dw. Para la construccion de esta fusion se disefaron tres
pares de oligonucle6tidos mencionados a continuacion (Castafieda Gomez y Sahonero
Canavesi) y en la figura 7:

Fragmento Oligo Fw Oligo Rv

0B upstream 5208 OBmupA 5217 OBmupSpB

0B downstream 6309 OBmdownSpE-N 5213-0BmdownF
LoxP-spec-loxP 5214 0BmupSpC 6310 OBmdownSpD-N

Tabla 2. Oligonucledtidos utilizados para la construccién de la fusién 0BUp_spec_Dw.

La construccion O0BUp_spec_Dw-pJET se linearizé con la enzima de restriccion Pstl y se
utilizé para transformar a B. subtilis. Se seleccionaron clonas positivas en LB
espectinomicina 100 ug/ml. A continuacion, esta cepa resultante fue transformada con el
plasmido termosensible pCRM-Ts-Phleo (Fernando Valle, Genencor), que expresa a la
recombinasa Cre constitutivamente. La seleccion de clonas positivas se realiz6 a 30 °C y
en LB fleomicina 10 pug/ml. Este antibiético fue donado amablemente por el grupo del Dr.
Guillermo Gosset, IBT UNAM.

La escision del casete de espectinomicina se llevd a cabo de la siguiente manera: Se
seleccionaron clonas al azar resistentes a fleomicina y se cultivaron 26 horas a 30 °C y 200
rpm en LB fleomicina 10 ug/ml. Posteriormente, se realizaron diluciones seriales (10°) de
los cultivos en medio LB y se plaguearon en medio LB sin antibidtico. Se seleccionaron
multiples clonas al azar, se estriaron tanto en LB como en LB espectinomicina 100 pg/ml.
Colonias que presentaron crecimiento en LB, pero no en LB espectinomicina, se incubaron
a 42 °C durante 16 horas (Modificado de Cabrera-Valladares et al., 2012).
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5.1.2 Modulacidon de los niveles de expresidén de spo0OB y de otros componentes del
fosforrelevo

Los genes spo0B, spoOF y kinA se clonaron bajo el promotor inducible con IPTG, Phyperspank
(Phy), contenido en el plasmido integrativo (locus amyE) pDR111_GFP(Sp).
pDR111_GFP(Sp) presenta resistencia a ampicilina (E. coli) y espectinomicina. Este
plasmido contiene tres terminadores transcripcionales de pMUTIN4 rio arriba del Pryperspank
para evitar la transcripcion read-through y un segundo sitio del operador lacO insertado rio
arriba del primero (Bara, 2010).

Inicialmente, se escindié la secuencia nucleotidica que codifica para la proteina GFP del
plasmido pDR111 GFP(Sp) utilizando los sitios de restriccion para las enzimas Nhel y Sphl,
mismos que se utilizaron para la clonacion del respectivo gen de interés. Los
oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de estos genes se enlistan en la siguiente
tabla.

Gen Oligo Fw Oligo Rv

kinA 2289 KANhelFw 2290 KASphIRv
SpoOF 2291 OFNhelFw 2292 OFSphIRv
spo0B 11782 0BNhelFW 11783 0BSphIRV

Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados para la clonacién de los genes del fosforrelevo.

Las construcciones con el plasmido pDR111 se linearizaron con la enzima de restriccion
Ncol. La construccion PxyspoOB-pDR111 se integr6 en el locus amyE del cromosoma de B.
subtilis 168 AspoOB, mediante recombinacion homologa. Adicionalmente, las
construcciones PryspoOF-pDR111 y PykinA-pDR111 se integraron en cepas distintas en el
mismo locus del cromosoma de B. subtilis 168.
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Figura 8. Esquema del vector pDR111_GFP(Sp) utilizado para clonar los
genes del fosforrelevo y modular su expresiéon. Figura tomada de
(Overkamp et al., 2013)
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5.1.3 Construccién de reporteros fluorescentes para el seguimiento del proceso de
esporulacion

Las tres cepas mencionadas anteriormente y la cepa WT contienen ademas a los reporteros
Pspoiig_GFP::sacA y Pspoia_DsRed::lacA.

5.1.3.1 Construccion del reportero Pspoig_GFP::sacA

La construccion Pspoig_ GFP-pSac-Cm consistié en fusionar el promotor del gen spollQ a la
secuencia correspondiente a la region codificante de la proteina GFP y clonar esta fusidon
en el plasmido pSac-Cm/ECE174 (Middleton and Hofmeister, 2004) mediante los sitios de
restriccion EcoRIl y BamHI. pSac-Cm posee regiones homélogas al locus sacA de B. subtilis
168 lo cual permite su integracion en el cromosoma. Ademas, presenta resistencia a
ampicilina (E. coli) y cloranfenicol. Las construcciones plasmidicas para este fin, fueron
llevadas a cabo por la Dra. Diana Sahonero Canavesi.

Los oligonucledtidos para esta construccion, fueron disefiados por la M. en C. Lizeth Soto
y se muestran en la siguiente tabla.

Fragmento Oligo Fw Oligo Rv
Pspoliq 4821 spollQ_140InF 4822 spollQ_Rv
GFP 4823 Q_GFP_Fw 7533 GFP_R

Tabla 4. Oligonucledtidos utilizados para la construccion de la fusion Pspong-GFP.

La construccion Psyoiq_ GFP-pSac-Cm se lineariz6 con la enzima de restriccion Ndel
previamente a la transformacion de B. subtilis.

5.1.3.2 Construccion del reportero Pspoia-DsRed::lacA

La construccion Pspoia_DsRed-pBS2E consistio en fusionar el promotor del gen spollA a la
secuencia correspondiente a la region codificante de la proteina DsRed y clonar esta fusién
en el plasmido pBS2E-RFP/ECE258 (Radeck et al., 2013) mediante los sitios de restriccion
Xbal y Notl. Este plasmido permite la integracién de fragmentos dentro del locus lacA del
cromosoma de B. subtilis 168 y presenta resistencia a ampicilina (E. coli) y eritromicina. Los
oligonucleétidos utilizados para la amplificacion de ambos fragmentos que componen la
fusién, Pspoiay DSRed, se muestran en la siguiente tabla.

Fragmento Oligo Fw Oligo Rv
Pspolia 5877 plIAXbal_FwA 58778 pllIADsRed_RvB
DsRed 5879 plIADsRed_FwC 5880 pllIANotl_RvD

Tabla 5. Oligonucledtidos utilizados para la construccion de la fusion Pspoia_DsRed.
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Para la digestion del vector pBS2E-RFP, inicialmente se lineariz6 con la enzima Xbal
(Roche) en Buffer M (Roche). Posteriormente, se realiz6 una digestion parcial al agregar
0.3 unidades de enzima Notl (Thermo Scientific) a 1 ug de DNA linearizado en el mismo
Buffer M. Esta reaccion se llevé a cabo durante 17 horas a 37 °C. La combinacion de
fragmentos de restriccion se utilizé para la ligacion con la fusion Pspoia_DsRed.

La construccion Psyoia_DsRed-pBS2E se linearizé con la enzima de restriccion Ndel
previamente a la transformacion de B. subtilis.

5.2 Evaluacion de la dindmica de esporulacion

5.2.1 Protocolo de esporulacion en cultivo liquido

La induccién del proceso de esporulacion se realizé utilizando los medios CH y SM (Sterlini
and Mandelstam, 1969) sin el uso de antibiéticos. Inicialmente, se plaquea a B. subtilis a
partir de glicerol en una caja con medio LB. Al siguiente dia, se realiza el preindculo en
medio fresco CH (medio rico) y se mantiene en agitaciéon a 200 rpm y 37 °C por 12 horas.
Al tercer dia, las células se cultivan en medio fresco CH y posteriormente, al alcanzar la
fase media exponencial, son transferidos al medio de resuspension (SM), que induce el
proceso de esporulacion. Este protocolo se esquematiza en la figura 9 y se describe a
detalle en los apéndices 10.3.4 (protocolo) y 10.4.2 (medios): Induccién de la esporulacién
en B. subtilis. En caso de requerirse, se agreg6 IPTG (10 uM y 100 uM) como inductor al
momento de la resuspension en medio SM, posteriormente a los lavados. A continuacion,
durante un periodo de 8-10 horas se monitorea la densidad éptica y se toman muestras
para analizarse con alguno de los métodos que se describe a continuacion.

5.2.2 Analisis de las muestras

5.2.2.1 Conteo en placa de unidades formadoras de colonia (UFC)

De cada tiempo se toman tres muestras: para medicion de densidad 6ptica y para plagueo
de muestras con y sin tratamiento. El tratamiento consiste realizar diluciones seriales hasta
obtener una dilucién que permita el conteo de colonias en placa (alrededor de -5), y calentar
una de las muestras durante 20 minutos a 80 °C. De esta manera, solo las esporas
sobreviviran y esto permite comparar UFC totales contra UFC postratamiento para
determinar el porcentaje de esporas obtenido. Las diluciones seriales de las muestras se
realizan con medio SM y se plaquean a la brevedad.
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5.2.2.2 Conteo celular en cAmara de Neubauer y determinaciéon de % de esporas

Para el conteo de células totales, se utilizd6 una camara de Neubauer que se representa a
continuacion.

3

0.25 am.

%
|
!
|

T

Figura 10. Diagrama de una camara de Neubauer. Se realizé el conteo de cuatro cuadrantes como
el que se representa con un area verde, cuyo volumen corresponde a 0.004 mm3.

Para la preparacion de las muestras, se toma 1 ml de muestra y se centrifuga a 13000 rpm
por 10 min. Las células son lavadas con solucién salina (0.9% NacCl, 0.05% Tween 80) y se
centrifugan a 13000 rpm por 10 min. Se retira el sobrenadante y el pellet se resuspende en
agua destilada, ajustando a una DOgsoonm de 0.1.

20 ul de esta preparacion se agregan a la camara de Neubauer, para proceder con el
conteo, mientras que 40 ul de esta misma preparacion se tifien para el conteo de esporas,
como se describe en el apéndice 10.3.5: Tincion de esporas con verde de malaquita.

La visualizacién de las células para el conteo en camara de Neubauer se realiz6 con un
microscopio OPTIPHOT-2, acoplado a una camara Hitachi KP-D50 Color Digital y un
aumento de 40X. La amplificaciéon de la imagen se realiz6 mediante el programa Image Pro
Plus 4.1 Media Cybernetics, MS, U. S. La visualizacion de las muestras posterior a la tincion
con verde de malaquita, asi como la toma de fotografias para el conteo de la proporcion de
esporas, se realizé con este mismo microscopio, utilizando un aumento de 100X.
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En la camara de Neubauer se cuentan 4 cuadrantes (Figura 10), y el promedio se utiliza
para calcular la concentracion de células en la muestra:

cel  Promedio de células por cuadrante
ml 0.004 mm3,/1000

x factor de dilucion

5.2.2.2 Microscopia de fluorescencia

Se utilizé un microscopio Olympus IX81 invertido, aumento 60 X inmersién en agua. Se
toma 1 ml de muestra a analizar y se tifien con 0.5 ul de DAPI 14.3 mM (Thermo Fisher
Scientific) y 4 yl FM™ 4-64 1 pg/ul (Thermo Fisher Scientific). La amplificacion de la imagen
se realiza con el programa pManager (Micromanager). Las imagenes capturadas se
analizan con el programa ImageJ.

5.2.3 Protocolo de esporulacion acoplado a microfluidica

El protocolo de esporulacion utilizando los medios CH y SM se acopl6 en este sistema. La
toma de muestras continua se reemplazé por un monitoreo a lo largo del tiempo del
comportamiento celular mediante microscopia.

En la figura 11 se muestra el disefio de un microchip tipo quimiostato utilizado en este

trabajo.
Dynamic g
swilch

—
1mm
150 pm

Cell

chamber Heights Direction of flow
10 pm ichannels) Qe" loading —
0.95 pm (traps) Expenment JE—
0 pum (posts)

Figura 11. Diagrama de un chip tipo quimiostato. El chip consiste de dos partes: el generador de
sefial (switch dinamico) y la regién de trampas, donde 48 camaras albergan una monocapa con el
mismo numero de colonias bacterianas. Tomado de Mondragon-Palomino et al., 2011.
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El dispositivo consiste de dos partes: una region de trampas y un switch dindmico. En la
region de trampas se encuentran 48 camaras rectangulares distribuidas en cuatro
columnas. Una camara celular es una cavidad rectangular con dimensiones 40x50x0.95
um3, con los lados largos abiertos al flujo del medio. En el switch dindmico, los medios que
ingresan al sistema desde los puertos |y B (Inducer y Background) se mezclan para generar
la sefial modulada de inductor. Las soluciones con las que se suministra al sistema estan
suplementadas con Tween 20 al 0.075 %, y el medio SM con IPTG contiene rodamina.

A partir de un preindculo ON, se crecen 200 ml de cultivo hasta alcanzar una D. O. 0o nm de
0.25. Este cultivo se centrifug6 y las células se resuspendieron en 5 ml de medio fresco
suplementado con 0.075% de Tween 20. Las células se introdujeron en el dispositivo a
través del puerto C. Para suministrar a las células con medio fresco, la presion hidrostatica
en los puertos C, W1y W2 se ajusté para que el puerto C se convirtiera en el receptor del
flujo de las trampas y del agua que fluye a partir del puerto W1. (Mondragdn-Palomino et
al., 2011).
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VI, DISCUSION Y RESULTADOS

6.1 Construcciéon de un sistema que permita la modulacién del gen spo0OB

Para la seleccion de vectores utilizados durante este trabajo se tomaron en cuenta los
siguientes parametros:

a) Adecuacion al sistema

Se sabe que el numero de copias de un plasmido entre célula y célula de una poblacién
puede variar, lo que influye en la estocasticidad de la expresion de los genes dentro de
estos plasmidos. Para evitar esto, todas las construcciones se realizaron en vectores que
permiten su insercién en el cromosoma de B. subtilis. Por otro lado, esta estrategia permite
no utilizar antibiéticos para el mantenimiento de los plasmidos dentro de las cepas para
evitar afiadir mas estimulos de estrés a las células durante la induccion de la esporulacion.
Aunado a esto, los casetes de resistencia disponibles asociados a determinados vectores
integrativos, disminuyé ampliamente las posibilidades para la insercién de construcciones
de interés.

b) Efecto de la integracion de secuencias en determinados loci en B. subtilis

Durante este trabajo, se realiz6 la insercion de construcciones a través de la interrupcion
de los loci amyE, sacA y lacA. Las proteinas codificadas por estos genes no forman parte
del metabolismo central de las bacterias y durante la manipulacion de las cepas construidas
no se utilizan los azucares a las que se encuentran relacionados estos loci (i. e. almidon,
sacarosa Y lactosa, respectivamente). Al realizar la interrupcion del locus thrC, se ha
observado un crecimiento mas lento respecto a la cepa WT (Morales-Galeana Natali,
comunicacion personal). Adicionalmente, existen estudios en los que se evalla el efecto en
el crecimiento y la esporulacion en cepas en las que se insertan los vectores vacios
mediante recombinacién homologa e interrupcién de determinados loci (Middleton and
Hofmeister, 2004). A pesar de que no se detectaron cambios drasticos en la eficiencia de
esporulacion respecto a la cepa WT, inserciones en los loci pyrD y glItA, provocan un
aumento o disminucion de alrededor del 15 % de esporas. Ademas, requieren la
suplementacion con uracilo o glutamato, respectivamente. Finalmente, se observé que la
concentracion de glutamato en el medio influye en la DO a la que los cultivos alcanzan la
fase estacionaria. Este conjunto de modificaciones, podria influir en el estado de estrés de
la célula durante la induccion de la esporulacion y en los resultados obtenidos.
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6.1.1 Construccién y evaluacion de la capacidad de esporulacion de la cepa Aspo0B

6.1.1.1 Construccién de la cepa Aspo0B

La expresién de spoOB es muy baja dentro de la célula en la cepa WT (De Jong et al., 2010
a; Eswaramoorthy et al., 2010 b), por lo que se requiere la eliminacion de la expresién de
fondo de spo0B bajo su promotor nativo. La construccién de la cepa nula en spoOB permite
inducir la expresion de este gen en tiempos y concentraciones especificas al transformar
esta cepa con una version inducible del gen spoOB (descrito en secciones posteriores).

El sistema Cre-Lox es una herramienta que permite realizar determinadas modificaciones
en el genoma de diversos organismos, al reconocer sitios loxP en su DNA blanco. Esta
proteina puede llevar a cabo inversion, delecion o translocacion de secuencias,
dependiendo del sentido en el que se encuentren orientados los sitios loxP. Se colocaron
dos sitios loxP, uno en cada extremo del casete de resistencia a espectinomicina,
direccionados en el mismo sentido (Fig. 12), lo cual permite la remocién del casete en pasos
posteriores. El vector termosensible pCRM-Ts-Phleo permite la expresion constitutiva de la
recombinasa Cre y la funcionalidad de este sistema fue previamente evaluada en B. subtilis
(Cabrera-Valladares et al., 2012). Este plasmido solo es capaz de replicarse a 30 °C, por lo
que el cultivo de la cepa a 42 °C posteriormente a la remocion del casete de
espectinomicina, promueve la pérdida del plasmido.

Inversion Deletion Translocation

} GeneX > ._»_
} GeneX 4
< O
Cre Cre Cre
P s S P
Image by Larissa Haliw

AV
2 X2u29)' )

Figura 12. Esquema del efecto de la direccionalidad de
los sitios loxP en el sistema de recombinacién Cre-Lox.

En la figura 13 se representa el flujo de las modificaciones del locus del operén spoOB-
obgE que se realizaron en B. subtilis.

El reemplazo del gen spoOB por el gen de resistencia a espectinomicina sobre la cepa B.
subtilis 168 WT se evalué mediante PCR a partir de DNA cromosomal utilizando los
oligonucledtidos 5208 y 5213 los cuales se aparean con regiones rio arriba y rio abajo de
spo0B respectivamente.

El peso esperado del fragmento amplificado en B. subtilis 168 WT es de 2121 pb, mientras
gue, si la insercion del casete de espectinomicina se llevé a cabo adecuadamente, el
fragmento esperado es de 2678 pares de bases como se puede observar en la figura 14.
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Figura 13. Esquema del flujo de las modificaciones genéticas realizadas en el locus del operon
spoOB-obgE. En la figura se muestra el contexto gendémico del operén spoOB-obgE. A) Contexto
nativo del operén spoOB-obgE. B) Reemplazo del gen spoOB por casete de espectinomicina
flanqueado por sitios loxP (triangulos morados). C) Representacion final del locus posteriormente a la
delecion del gen spo0B.

WT2 34 MP

f
_
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2121 pb :- = a espectinomicina. WT: Control WT (2121 pb);
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Posteriormente, la escision del casete de espectinomicina se comprobé mediante PCR,
como se muestra en la figura 15. Se utilizaron nuevamente los oligonucleétidos 5208 y
5213y en el caso de ser clonas positivas, el peso esperado es de 1600 pb. La escision del
casete de espectinomicina del genoma permite la posibilidad del uso del casete de
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resistencia a espectinomicina para la subsecuente transformacién de esta cepa con
plasmidos que brinden esta resistencia.

1 2 3 4 5 6 MP Sp+ WT

L Figura 15. PCR de
6000 comprobacion de la escision
3888 del casete de espectinomicina
3500 utilizando la técnica de
3000 recombinacion Cre-lox. 1-6,
2500

2000 2678 pb clonas evaluadas d_o_nde
1500 2121 pb todas se observan positivas
N ——— 1600 pb (1600 pb); MP: Marcador de
900 peso molecular; Sp+, Control
800 con la fusion OBUp_spec_Dw
g88 insertada en el cromosoma
500 (2678 pb). WT: Control WT
§§§ (2121 pb).

100

El uso de esta metodologia resulta en la delecién de la region codificante de spoOB, sin
modificar la secuencia original, exceptuando por un sitio loxP que se mantiene dentro del
cromosoma posteriormente a la remocién. De esta forma, las regiones rio arriba (320 pb) y
rio abajo (33 pb) de spo0B, no se modifican. Esta estrategia fue elegida debido a que spo0B
forma un operén con el gen obgE, siendo cabeza del mismo. A pesar de que aun no se
conoce su funcién con certeza, se sabe que la proteina Obg es una proteina asociada a
ribosoma de union a GTP que es necesaria para el crecimiento, esporulacion e induccién
del reguldn general de estrés de la bacteria 0 GSR por sus siglas en inglés (Kuo et al.,
2008). Por ello, se decidié no utilizar una estrategia de deleciébn que produjera efectos
drasticos en el nivel de expresién de obg.

Aunque en BGSC se encuentran depositadas mutantes del gen spo0B, ninguna de ellas se
adecua a nuestros estudios. En primer lugar, en algunas de estas mutantes el gen de interés
no se encuentra deletado (Hoch and Mathews, 1973; Lamont and Mandelstam, 2009), si no
que presenta mutaciones puntuales o sin sentido, lo que produce versiones no funcionales
y/o truncas de la proteina SpoOB que podrian interactuar con SpoOB producida bajo el
promotor IPTG inducible (construccién descrita en secciones posteriores) e interferir con la
funcién de la fosfotransferasa. SpoOB actla en dimeros que interactian mediante la
formacion de un bundle de cuatro hélices, donde cada par de hélices es proporcionado por
un mondémero de Spo0OB (Hoch et al., 2004). Incluso la mutante con la version truncada de
SpoOB contiene esta regidén de interaccion, lo que podria generar una combinacion de
interacciones entre monémeros funcionales y no funcionales, o formar interacciones no
funcionales completamente. En segundo lugar, otras estrategias en las que el gen spo0OB
sea reemplazado por un determinado casete de resistencia, inhabilita el uso de este casete
de resistencia para futuras transformaciones de la cepa construida.
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6.1.1.2 Evaluacion de la cepa Aspo0B

6.1.1.2.1 Morfologia de colonias

La morfologia de las colonias de B. subtilis 168 AspoOB cambia de manera notoria respecto
a la cepa WT, como se compara en la siguiente tabla.

Morfologia de colonias \

WT AspoOB
Rugosas Lisas
Pequefias Alargadas
Opacas Translucidas
Ligeramente amarillas Blancas
Bordes irregulares y Bordes redondeados
dentados

Tabla 6. Caracteristicas morfolégicas diferenciales entre
la cepa AspoOB y la cepa WT.

El gen spo0B, acufia su nombre a que forma parte de un grupo de genes que provocan que
las células de B. subtilis no puedan formar esporas, y por el contrario, se detengan en la
etapa 0 de esporulacion (Hoch, 1976), en la que ain no hay cambios morfolégicos evidentes
y practicamente la célula presenta un fenotipo de célula vegetativa.

El efecto de una mutante nula de spoOB, se ha descrito previamente como pleiotrépico,
donde no todos los rasgos que se modifican se encuentran equitativamente relacionados a
esporulacién. (Guespin-Michel, 1971). La morfologia de colonias se puede explicar con a)
la ausencia de esporas en las colonias provoca parte de la pérdida del fenotipo WT(Wang
et al.,, 2017) y b) aunque no se han evaluado a fondo los efectos pleiotrépicos de esta
mutante, se han observado fenotipos similares en mutantes de matriz extracelular
previamente (Carpentier, 2014). Esto podria explicarse debido a que las cascadas de
sefializaciébn de produccion de matriz extracelular y esporulacién se interconectan
principalmente por el regulador maestro SpoOA.

6.1.1.2.2 Evaluacion de la capacidad de esporulacion de la cepa Aspo0OB

Como comprobacién de la ausencia de capacidad de esporulacién de nuestra cepa se
realizaron protocolos de induccion de la esporulaciéon como se describe en la metodologia
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en la seccion 5.2.1. Los analisis de las muestras se realizaron de la siguiente manera
(seccion 5.2.2):

A) Conteo en placa de unidades formadoras de colonia (UFC)

Este experimento se realiz6 por triplicado. Posteriormente a la resuspension en el medio
SM, se tomé muestra del tiempo 0 y del tiempo 10. En las muestras que se sometieron a
tratamiento (20 minutos a 80 °C), el conteo de UFC fue cero en todos los casos.

B) Microscopia de fluorescencia

DAPI+FM DAPI+FM

4
4
DIC DIC

Figura 16a. Tincion de células AspoOB durante induccién de la esporulacién en tiempo 0y 5
posteriormente a la resuspensién en medio SM. Triangulos blancos: Posible aborto de la
esporulacion.
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Figura 16b. Morfologia de una célula que esporula. A)

Durante el inicio de la esporulacion, las células

presentan una morfologia como la de una célula

vegetativa. Posterior a ello, las células forman un

of septo asimétrico, que luego procede a curvarse para

llevar a cabo el engullimiento que se completa con la

pérdida de union entre la prespora y la célula madre.

ot B) Asimetria genética. Estos cambios morfolégicos

estan acompanados por la activacion de factores de

transcripcion especificos en cada compartimento.

Inicialmente, oF se activa solo en la prespora, seguido

de of en la célula madre, o© en la prespora y

finalmente oX en la célula madre. Modificada de
Higgins and Dworkin, 2012.

of

En la figura 16a se puede observar el comportamiento de la cepa nula en spoOB durante
la induccién de la esporulacién. Tanto en el tiempo 0 como en el tiempo 5, no se observaron
esporas, si no células vegetativas que presentaban septo simétrico caracteristico de la
divisién celular, pero no formacién de septo asimétrico caracteristico de la esporulacion
(figura 16b como referencia de morfologia). Se lograron observar células circulares
pequefias, cuya frecuencia aumentd conforme avanzaba el tiempo de resuspensiéon en
medio SM. Recientemente se ha reportado un fenotipo muy similar como abortos de la
esporulacién en células WT (Soufo, 2016). Con los resultados de induccion de la
esporulacién en cultivo liquido y su evaluacidon mediante calentamiento y microscopia de
fluorescencia, se concluye que nuestra cepa nula no puede esporular, como se habia
reportado anteriormente.

6.1.2 Modulacidén de los niveles de expresién de spoOB y de otros componentes del
fosforrelevo

De acuerdo al modelo descrito previamente en el laboratorio, se disefié un sistema para
modular la expresion de spo0B y producir altos niveles de la proteina Spo0B, con el objetivo
de generar un patrén similar al de la figura 6, descrita en antecedentes.

El plasmido pDR111 se eligié para la clonacion de los genes del fosforrelevo bajo un
promotor inducible. Dentro de otras posibilidades de promotores inducibles que se han
implementado en B. subtilis, tales como induccion por aztcares como xilosa, se eligié un
promotor inducible por IPTG debido a que, a diferencia de otros inductores, este no es
metabolizable por las células, por lo que no fungiria como una sefial de nutrientes en el
medio durante nuestros protocolos de esporulacion. pDR111 posee una forma modificada
del promotor Pspac, Phyper-spank, CON UNa Unica mutacion de transversion G a T en la posicion
-1, que permite una mayor sensibilidad del promotor respecto a la induccién con IPTG.
pDR111 contiene tres terminadores transcripcionales de pMUTIN4 rio arriba del Phyper-spank
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para evitar la transcripcion read-through y un segundo operador lacO insertado rio arriba
del primero (Bara, 2010). Por lo tanto, teéricamente, esta version mejorada del promotor
Pspac, permite una regulacion mas fina de la expresion génica y una sobreproduccion mas
eficiente de la proteina de interés. Mas aun, diversos estudios en los que se analiza la
sobreexpresion de otros genes del fosforrelevo distintos a spoOB hacen uso de este vector
especifico, lo cual permite comparar los resultados obtenidos y a obtener en un futuro.
Ademas, nos permitié tener referencias de parametros de induccién a utilizar, como por
ejemplo, concentraciones de IPTG durante la induccion.

6.1.2.1 Clonacion de genes del fosforrelevo bajo el promotor Puyperspank

En la literatura (Fujita and Losick, 2005 a), previamente se han descrito oligonucleétidos
para hacer més eficiente la traduccién de genes del fosforrelevo. Basandonos es estos
resultados, para el disefio de los oligonucleétidos para la expresion de spo0OB, kinA'y spoOF,
se utilizé un espaciador y un Shine-Delgarno que han permitido la expresion eficiente de
las cinasas KinA-E. Una breve descripcion de los oligonucleétidos utilizados se presenta en
el recuadro de caracteristicas a continuacion.

a) Caodigo de colores:

NUCLEOTIDOS EXTRA SITIO DE RESTRICCION  ESPACIADOR Y SD  INICIO DE
REGION CODIFICANTE  FIN DE REGION CODIFICANTE.

b) Representacion general de los oligonucleétidos
NhelFw
GGA CAT GCT AGC ACA TAA GGA GGA ACT ACT NNN NNN NNN NNN NNN

SphiRv
AGG AAT AGC ATG CNN NNN NNN NNN NNN

En la figura 17 se muestran las construcciones utilizadas para la insercion de las versiones
inducibles por IPTG de los genes del fosforrelevo en cepas separadas. En los esquemas
se denota que el plasmido pDR111 permite la integracion del plasmido dentro del locus
amyE de B. subtilis.
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Figura 17. Plasmidos construidos para la induccién de la expresién de genes del fosforrelevo.
A) Phy-spo0B-pDR111, B) Pry-kinA-pDR111 y C) Pry-spoOF-pDR111.

6.1.2.2 Construccién de las cepas inducibles por IPTG

Cronologicamente, B. subtilis 168 WT se transform6 con la construccion Pspoig_GFP-
pSacCm que genera la cepa Pspoio-GFP::sacA (construccion descrita en la seccion 6.1.3.1).
Todas las modificaciones genéticas (excepto la construccién de la cepa AspoOB) se
realizaron sobre esta cepa.

a) Integracion de Puy-spoOB-pDR111 en el cromosoma de B. subtilis

La cepa mutante nula en spoOB (AspoOB) se transformd con el plasmido Puy-spoOB-
pDR111. Para la verificacion de clonas se utilizaron los oligonucle6tidos que aparean dentro
del locus amyE (oamyE_450FW (#5220) y oamyE_ 750RV (#5221)) y amplifican un
fragmento de 800 pares de bases en la cepa B. subtilis 168 WT y un fragmento de 4200 pb
en clonas positivas (figura 18).

1 2 3 MP WT Ct-

-
~

Figura 18. Comprobacién de las
4200 pb clonas Aspo0B/Pwy-spo0B::amyE,

numeradas del 1 al 3

MP: Marcador de peso molecular.

Ct-: Control negativo

- 800pb

o
A AN
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En la figura 19, como control se observa un fragmento de 800 pb que corresponde a parte
del locus amyE WT. En el caso de la insercién de spoOF-pDR111 en el locus amyE se
espera un tamafio de 4000 pb y en el caso de la insercién de kinA-pDR111 en el locus
amyE, el peso esperado es de 5500 pb.

Es importante destacar que al realizar la complementacion de la cepa nula Aspo0OB con la
version inducible de spo0B, el fenotipo WT se recupera en cultivo solido previamente a la
induccién con IPTG (las caracteristicas diferenciales de la cepa WT y la cepa Aspo0OB se
presentan en la tabla 5). Este fue el primer indicio de que el promotor Phyperspank presenta
escape de la expresion, como se corrobora en secciones posteriores.
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Figura 19. Comprobacion de clonas Pry-spoOF::amyE (Carriles 1, 2 'y 3) y Phy-
kinA::amyE (Carriles 4 y 5). WT, control de amplificacion del locus amyE WT; MP,
marcador de peso molecular. Ct-: Control negativo

6.1.3 Integracion de reporteros fluorescentes en B. subtilis

Para construir a los reporteros de la esporulacion se realizaron fusiones traduccionales que
generaron a Pspoia-DsRed y Pspoiig-GFP, como se muestran en la figura 20. La combinacion
de estos reporteros permite un analisis completo de la dinAmica de esporulacion. Los
reporteros fluorescentes construidos permitiran el analisis del comportamiento de nuestras
cepas mediante andlisis con técnicas como microscopia de fluorescencia, citometria de flujo
y microfluidica. Por un lado, Pspoig-GFP se activa en células que terminaréan la formacién
de la espora. Nuestro proyecto plantea que la concentracion de Spo0OB afecta directamente
la proporcion de células que deciden iniciar el proceso de esporulacion, sin embargo, la
esporulacion podria no completarse. Para detectar las células en las que ocurre este
comportamiento, se construyé al reportero Pspoia-DsRed, el cual se activa en tiempos muy
cercanos a la toma de decision de iniciar la esporulacion.
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Figura 20. Representacion de los reporteros Pspoia-DsRed y Pspoio-GFP. El
promotor Pspoia Se activa en tiempos iniciales de la esporulacion y esta
directamente regulado por SpoOA-P. Pspiq Sse activa alrededor de las 3 horas
(compromiso a esporulacion), durante el engullimiento de la prespora.

6.1.3.1 Construccién de las cepas Pspoig-GFP::sacA

El gen reportero Pspoig-GFP corresponde a una fusion de la region codificante de la proteina
GFP y el promotor del gen spollQ. Esta construccion permite el seguimiento del compromiso
a esporular de una célula de B. subtilis. EI compromiso es el punto en el que la formacion
de la espora se vuelve irreversible. SpollQ es una enzima hidrolitica, presente en
membrana, que facilita el engullimiento, por lo que se activa alrededor de tres horas
posteriormente al inicio de la esporulacion (Errington, 2003).

1 2 3 4 WT MP

Figura 21. Comprobacion de
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carril 4) PuykinA::amyE.
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Posterior a la transformacion de B. subtilis 168 WT con la construccion Psyono-GFP_pSac-
Cm, fueron evaluadas clonas al azar utilizando oligonucleé6tidos que aparean dentro del
locus sacA y que amplifican un fragmento de 500 pares de bases en la cepa B. subtilis 168
WT y un fragmento de 2800 pb en clonas positivas (figura 21).

6.1.3.2 Construccion de las cepas Pspona-DsRed::lacA

El promotor del gen reportero Pspoia-DsRed se ha utilizado con anterioridad (Veening et al.,
2009). spollA esta conformado por tres cistrones: spollAA, spollAB y spollAC. Este operén
constituye un sistema de regulacion en el que SpollAA actia como antagonista de SpollAB.
A su vez, SpollAB es el antagonista del producto de spollAC, el factor sigma F (o7) (Schmidt
et al., 1990). De esta manera, SpollAA es un factor anti antisigma de of. El factor o™ de
Bacillus subtilis es un factor sigma de la RNA polimerasa que gobierna la transcripcion de
genes especificos durante el proceso de esporulacion. El factor o™ dirige la expresion génica
en el compartimiento de las presporas del esporangio en la fase del desarrollo en la que se
forma el septo asimétrico (Decatur and Losick, 1996).

La posibilidad de seguir el comportamiento de un gen regulado directamente por SpoOA-P
(spollA) en tiempos iniciales de la esporulacién permite correlacionar su activaciéon con el
alcance de la concentracion de SpoOA-P suficiente para iniciar la esporulacién. Se ha
reportado que la expresion de spollA se activa entre las 0 y 1 hrs posteriormente a la
resuspension en medio de esporulacion SM (Veening et al., 2005).

Enlafigura 22, se observa un diagrama del plasmido pBS2E-RFP que permite la insercion
de fragmentos de DNA en el locus lacA. También se observan los posibles sitios de
restriccion a utilizar para clonacién. Los sitios de restriccion Pstl, EcoRI y Spel no pueden
ser utilizados para la construccion de la fusién del promotor de spollA con la proteina
fluorescente DsRed porque estos sitios se encuentran dentro de la secuencia de la propia
fusién. Por tal motivo se decidio utilizar los sitios de restriccion Xbal y Notl. Debido a que el
plasmido pBS2E-RFP posee 4 sitios de corte de Notl se disefié una estrategia para digerir
de forma parcial al plasmido.

La digestion del vector pBS2E sin purificar, se utilizé para la ligacion con el fragmento Pspoiia.
La combinacién de posibles ligaciones Pspoia-DsRed-pBS2E es diversa. Algunas de ellas es
posible descartarlas visualmente. En primera instancia, el color presente en la colonia nos
permite discernir si es positiva o no. El plasmido pBS2E esta disefiado de manera que al
insertar un fragmento dentro del sitio multiple de clonacion utilizando dos enzimas de
restriccion, este reemplaza la region que contiene a la secuencia de la proteina RFP debido
a que se escinde del vector. Este procedimiento permite una seleccion de colonias rosa
intenso (clonacién no exitosa) o blanco (reemplazo de RFP). En nuestro caso, el inserto
para esta construccion contiene a la region codificante de la proteina DsRed. A pesar de
ello, la seleccion de clonas visualmente es posible, debido a que DsRed se encuentra bajo
un promotor especifico de diferenciacion de B. subtilis, por lo que, tal como se observo, no
se expreso de forma eficiente en E. coli.
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Figura 22. Caracteristicas del vector pPBS2E-RFP a) Esquema de sitio multiple
de clonacion del vector pBS2E-RFP y b) Diagrama del vector pBS2E-RFP
mostrando los 4 sitios de restriccion de la enzima Notl.

Las cepas transformadas con el plasmido Pspoia-DsRed-pBS2E son las siguientes:

- Pspog-GFP::sacA

- Pspong-GFP::sacA + PuyspoOB::amyE + AspoOB
- Pspoo-GFP::sacA + PuyspoOF::amyE

- Pspog-GFP::sacA + PuykinA::amyE

Las colonias candidatas de B. subtilis se evaluaron mediante los oligonucleétidos lacA
(3544 o0 Fw y 3545 0 Rv).

En la figura 23 y 24, se muestran los resultados de la verificacion de las clonas. El control
WT muestra un amplicon de 1900 pb, mientras que las clonas en las que se logro la
adecuada integracion del reportero Psponia-DsRed, presentan un amplicon de 3834 pb.
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Figura 23. Comprobacion de la integracion de Pspoia-DsRed-pBS2E en el locus lacA de a)
Carriles 1y 2: Pspong-GFP::sacA, carriles 3 y 4 Pspoig-GFP::sacA/Pryspo0F::amyE. b) Pspoiq-
GFP::sacA/PrykinA::amyE. WT: Amplificacion del locus lacA WT. MP: Marcador de peso
molecular.
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Figura 24. Comprobacion de la integracion de Pspoia-DsRed-pBS2E en el locus lacA de
Pspoiig-GFP::sacA + AspoOB + PhyspoOB::amyE y b) Pspoiig-GFP::sacA + PrykinA::amyE. El
namero de la clona esta escrito sobre cada uno de los carriles. MP: Marcador de peso
molecular.

6.2 Evaluacion de la capacidad de esporulacién en B. subtilis

El protocolo de esporulacion utilizando los medios CH y SM montado en el laboratorio ha
sido ampliamente aplicado previamente en el estudio de la formacion de esporas de B.
subtilis desde un punto de vista de toma de decisiones (Fujita and Losick, 2005 b; Chastanet
et al., 2010; Eswaramoorthy et al., 2010 a; b; Russell et al., 2017).
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6.2.1 Induccidn de la esporulacién en B. subtilis WT

Se realizaron ensayos de induccién de la esporulacion por triplicado, como se describe en
la metodologia, sin IPTG y con IPTG 100 uM. Los promedios de los porcentajes de
esporulacion de presentan en la tabla 7.

La cosecha de las células a partir del medio CH se realizdé a una DOsoonm de 0.55. Durante
la resuspension de las células en el medio minimo, es decir SM, se observo que las células
no crecian significativamente, lo que ocurrié fue un aumento de la densidad Optica de
alrededor de 0.07-0.1 cada hora, mientras que la concentracion de células se mantuvo en
108 cel/ml hasta las 10 horas.

La técnica de analisis utilizada para la determinacion del porcentaje de esporas en la
poblacion, fue mediante conteo de UFC, como se describe en la metodologia (apartado
5.2.2.1). Esta técnica permite el analisis del nimero de endoesporas o esporas maduras,
mas no considera esporas en formacién. Las esporas maduras en porcentajes detectables
empezaron a aparecer en el tiempo 4 y al tiempo 10 se alcanz6 un porcentaje de alrededor
del 80% (como se muestra en la tabla 7) en la cepa WT sin IPTG y con IPTG, lo que indica
gue no hay cambios significativos provocados por la concentracién de IPTG utilizada sobre
las células durante la esporulacion. El porcentaje de esporas obtenido concuerda con
literatura previa, en la que alrededor de 8-10 horas se obtiene el 80 % de esporas (Sterlini
and Mandelstam, 1969), por lo que este protocolo permitié inducir la esporulaciéon en B.
subtilis de forma exitosa en periodos cortos de tiempo.

Porcentaje de esporas obtenido en la cepa WT
Tiempo % s/IPTG %c/IPTG 100 uM

To 0% 0%

T2 0% 0%

T4 0.02 % 0.009 %

T6 1.4% 1.37%

T8 41 % 37%

T10 82 % 81%

Tabla 7. Promedio de porcentajes de esporulacion en la
cepa WT en medio SM. Se tomaron muestras cada dos
horas a partir del tiempo 0 y hasta el tiempo 10.

Sin embargo, la activacién de las vias que permiten el desarrollo de la endoespora se inicia
desde tiempos tempranos en la resuspension en SM. Como se muestra en la figura 25, el
septo polar comenzé a aparecer aproximadamente a la hora 1, alcanzando un pico de
acumulacion méaxima en la hora 2. Mientras que en los tiempos 3, 4 y 5 alcanza un maximo
umbral de ocurrencia que no aumenta al transcurrir el tiempo y que correlaciona con
alrededor de un 70% de la poblacion. Aunque se ha descrito a la esporulacion como una
serie de etapas que en conjunto se completan alrededor de 7 horas, es importante tener en
cuenta, que conforme las técnicas de analisis avanzan, ha quedado claro que la
esporulacion no estd compuesta por distintas etapas que se producen secuencialmente. En
cambio, estas etapas en realidad ocurren continuamente e incluso puede haber una

52



superposicion significativa en términos de cuando un "etapa" comienza y termina (Tan and
Ramamurthi, 2014).
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Figura 25. La esporulacién se monitore6 midiendo el porcentaje de células que alcanzaron la etapa de
divisién asimétrica o posteriores (recuadro: las flechas denotan los septos asimétricos). Muestras de células
WT resuspendidas en medio minimo sintético (SM) se colectaron, se tifieron con Mito Tracker Green y se
cuantificaron al microscopio (500 células por cada tiempo). Figura tomada de Chastanet et al., 2010.

Los reporteros integrados en las cepas construidas en este trabajo seran herramientas
Gtiles para cuantificar de forma masiva la proporcidn de células en la poblacién que hayan
alcanzado los niveles de SpoOA-P adecuados, activando a spollA, mediante citometria de
flujo en experimentos futuros.

6.2.2 Induccién de la esporulacion en B. subtilis de la cepa AspoOB/
PryspoO0B::amyE/Pspoig-GFP::sacA/Pspoia-DsRed::lacA

La heterogeneidad del inicio de la esporulacion en B. subtilis ha sido modelo de estudio de
la toma de decisiones en sistemas bioldgicos por afios. Ciertos grupos de investigacion
han realizado trabajos extensivos con el fin de determinar la fuente de esta heterogeneidad
caracteristica.

Una de las primeras hip6tesis que surgi6 fue que la expresion de al menos uno de los genes
del fosforrelevo se expresaba de manera bimodal. De Jong et al., encontraron que la
expresion de los genes del fosforrelevo es altamente dinamica entre célula y célula, pero
con una tendencia unimodal (heterogénea) durante la esporulacion y que la estocasticidad
de la transcripcion del fosforrelevo podria ser un mecanismo importante de regulacion de la
heterogeneidad de la esporulacién en el que para que se inicie la esporulacion se requiere
gue todos los componentes del fosforrelevo alcancen cierto umbral de concentracion al
mismo tiempo (De Jong et al., 2010 b). Respecto a Spo0B se concluy6 que, a pesar de su
expresion heterogénea, esta no aumenta en células que esporulan. En la trayectoria de una
célula que esporula (linea roja), podria decirse que se observa un aumento sutil en los
niveles de expresion de spo0B, pero en este trabajo se considera que no es significativo.
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Figura 26. Expresion dinamica de spoOB. Se sigui6 la expresion de GFP clonada bajo la region
regulatoria de spoOB de células seleccionadas al azar mediante microscopia time-lapse, lo que
resulta en trayectorias de célula Gnica de linajes separados. Una conduce a una célula que esporula
(lineas rojas) y otra a una célula no esporulante (lineas negras). Después de la division celular
(indicada por un aumento en el tamafio del simbolo en el rastreo), una de las dos células hijas se
seleccion6 arbitrariamente para su posterior andlisis. La representacion de trayectorias se detuvo
cuando la espora se hizo visible en el caso correspondiente. Tomada de De Jong et al., 2010.

A pesar de ello, este hallazgo se refut6 al utilizar técnicas distintas en las que se abordan
enfoques de cuantificacion en célula Unica a nivel poblacional (Eswaramoorthy et al., 2010
b). Posteriormente a la resuspension en medio SM la concentracion tanto del transcrito
como de la proteina SpoOB aumenta sutilmente con tendencia creciente a lo largo del
tiempo (tabla 8), pero posiblemente debido a las bajas concentraciones de spo0OB/Spo0OB
no se habian detectado diferencias evidentes de concentraciéon, solo fluctuaciones
significativas en la misma a lo largo del tiempo. Respecto al aumento de concentracion que
presentan el resto de los genes del fosforrelevo durante la esporulacion, al comparar los
cambios de concentracién a lo largo del tiempo el cambio de SpoOB podria parecer no
significativo, pero respecto a si mismo hay un aumento en la concentracién de 6.3 veces al
comparar el tiempo O hr. y el tiempo 2.5 hrs. posteriormente a la resuspensién en SM. Por
otro lado, este trabajo, ademas, corrobord la ausencia de una distribucién bimodal de
alguno de los componentes del fosforrelevo.
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Time after Cell numberx10® (ml™") Cell volume (fl) Concentration (pM)*
sporulation (min)

KinA SpoOF Spo0BT Spo0A
0 2.8 2.6 0.2 0.5 0.03 4.4
15 3.1 2.2 0.2 0.7 0.03 4.7
30 3.5 1.9 0.2 1.0 0.06 4.8
45 3.8 1.8 0.6 1.0 0.06 12.0
60 4.1 1.8 0.6 1.3 0.10 11.5
75 4.3 1.8 0.9 1.3 0.14 17.5
90 4.5 1.8 0.9 1.4 0.18 18.2
105 4.7 1.8 1.2 1.6 0.21 24.6
120 4.8 1.8 1.2 2.2 0.20 26.4
135 4.7 1.8 1.5 2.4 0.19 30.0
150 4.5 1.8 1.8 2.3 0.19 37.4

Tabla 8. Aumentos en la concentracién de los componentes del fosforrelevo durante la induccion de la
esporulacion en medio SM. Numeros de células, volumen y concentracion de proteina de cada uno de
los componentes del fosforrelevo durante 150 minutos. Tomada de Eswaramoorthy et al., 2010 b.

Chastanet et al. en 2010, plantearon la hipé6tesis de que alguno de los loops de
retroalimentacion que regulan la sintesis y activacion de SpoOA-P podrian limitar su tasa de
fosforilacion. En la figura 27 panel a, se muestra la red de loops de retroalimentacion que
controlan a SpoOA-P. Las lineas moradas denotan la regulacion de la transcripcion de los
genes kinA, spoOF y spo0OA mediante AbrB/c". Las lineas naranjas denotan la fosfatacion
de SpoOA-P a través de AbrB/OE. Las lineas azules y verdes representan los loops de
retroalimentacion positiva que estimulan la transcripcion de los genes spoOA y spoOF,
respectivamente, mediante la acumulacion de Spo0A-P.

Sin embargo, como se observa en la figura 27 panel b, concluyen con un modelo en el que
posiblemente los loops que promueven la sintesis de 0A y OF durante la esporulacion
funcionan como mecanismos “just in time” que proveen a la cascada con estos
componentes, ya que observaron que sus niveles dentro de la célula no son limitantes para
la esporulacion. En ciertas concentraciones, observaron que SpoOF promovio la
esporulacion, pero en ninglin momento se observé en niveles mas altos que en la cepa WT,
lo cual es el comportamiento que se espera observar al disminuir la heterogeneidad de la
respuesta en la poblacién. Por ultimo, proponen al fosforrelevo en conjunto como un
generador de ruido del flujo de fosfato que produce la distribucion heterogénea de SpoOA-
P, donde principalmente KinA, KinC (entrada de fosfato al sistema) y la fosfatasa SpoOE
(mecanismo de retraso de la respuesta) controlan activamente la dinamica en la poblacion.

Recientemente, mediante la técnica de microfluidica se reafirmé la idea de que el conjunto
de componentes KinA-SpoOF-Spo0B-Spo0A generan heterogeneidad en el flujo de fosfato
a través de la cascada por lo que actian en conjunto como un generador de ruido (Russell
et al., 2017).
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Figura 27. Circuitos de regulacion que controlan la produccion y activacion de SpoOA. A) Red de loops
de retroalimentacion que controlan a SpoOA-P a distintos niveles. B) Modelo de ruido propuesto para la
generacion de la heterogeneidad de los niveles de OA-P durante la esporulacion. Figura tomada de
Chastanet et al. en 2010.

6.2.2.1 Estudio de programas autébnomos en célula tnica

Gran parte de la comprensién de como las células inician la diferenciacién hacia la
esporulaciébn se ha descubierto mediante analisis poblacionales, lo que resulta en
promedios poblacionales del comportamiento. Ciertos estudios se han centrado en estudiar
el comportamiento de las células individuales a través del uso de pads de agarosa en los
cuales se estudian pequefias colonias de células (Veening et al., 2009; De Jong et al., 2010
b; Eswaramoorthy et al., 2010 b). Sin embargo, en estos ambientes las células pueden
experimentar heterogeneidad en sus entornos locales a medida que se agotan los
nutrientes, las células crecen y secretan varios factores. Por lo tanto, es complicado
correlacionar directamente con el comportamiento de las células individuales (Russell et al.,
2017).

En la actualidad existen sofisticadas técnicas de andlisis de célula Unica tales como la
microfluidica, que permiten el estudio de la determinacion de destinos celulares que ocurren
por estocasticidad celular (Norman et al., 2015). La técnica de microfluidica es una
poderosa herramienta para el analisis del comportamiento heterogéneo en las poblaciones
bacterianas. En general, consiste en la construccion de arreglos con micropatrones de
ambientes (chips) que son monitoreados mediante microscopia. Cada microambiente es
del tamafio adecuado para un pequefio nimero de células solamente (como se muestra en
la metodologia en el apartado 5.2.3). Este dispositivo permite el crecimiento de las células
por largos periodos de tiempo en un ambiente controlado. El arreglo de células dentro de
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pequefias trampas facilita el intercambio de nutrientes, inductores y desechos entre las
células y el flujo circundante. El disefio también permite la descarga continua de células en
el flujo, lo que las lleva fuera del dispositivo. Debido a que la difusion es rapida a esta escala
de tamafio, los microambientes funcionan como diminutos quimiostatos (Norman et al.,
2015). Una gran ventaja es que las condiciones dentro de los aparatos de microfluidica son
constantes a lo largo del tiempo y el espacio, por lo que el comportamiento celular puede
ser analizado en la ausencia de cambios ambientales que normalmente podrian ocurrir tales
como deplecion del medio, quorum sensing, anoxia, etc (Norman et al., 2015). Por lo
anterior, esta técnica es adecuada para el estudio de programas autébnomos celulares.

Cabe mencionar, que esta técnica ya se ha utilizado previamente en B. subtilis para el
analisis de otros destinos celulares como formacién de biopeliculas (Norman et al., 2013) y
recientemente, se ha aplicado también para el estudio de la esporulacion (Russell et al.,
2017). Recientemente se han disefiado dispositivos en los que las trampas permiten el
seguimiento del comportamiento de una sola célula madre a lo largo del tiempo, por lo que
se denominan chips tipo mother machine. Una célula "madre" se establece en el extremo
cubierto del canal, y genera células hijas. Las células hijas en el extremo no cubierto del
canal de crecimiento son arrastradas por la el flujo del medio, como se muestra en la figura
28. Como exploracion de la técnica se utilizé un chip tipo quimiostato como se describe en
la metodologia (apartado 5.2.3), pero dentro de las perspectivas se encuentra montar el
seguimiento del comportamiento de las células en este tipo de chip.

Growth Channels Sporulation Medium
= /e A v, = — — Switch
o |p| || [o| [of |o
8| (6] (0| |0
Shallow ov/cﬂarlayf 0 0 Example ool
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0| |6
i 0 10|
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—_—

Feeding Channel
Microfluidic device construction

Figura 28. Chip tipo mother machine. En la figura se representan canales de crecimiento de 1
pm de ancho organizados a partir de un canal principal de alimentacion. Los canales son
inoculados con células isogénicas, que crecen y se dividen, empujando las células hijas hacia el
flujo de residuos. Tomada de Russell et al., 2017.
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6.2.2.1.1 Induccion de la esporulacién acoplada a microfluidica

Se realiz6 un experimento piloto utilizando el microchip tipo quimiostato descrito en la
metodologia, con la cepa que contiene la versién inducible de spoOB (AspoOB/
Pryspo0B::amyE/Pspoig-GFP::sacA/Pspoia-DsRed::lacA.

Cronolégicamente el experimento en microfluidica se realizé previamente a la evaluacion
del comportamiento de la cepa en cultivo liquido (descrito la seccion 6.2.2.2). Se realizaron
ensayos de esporulacién preliminares en los que se siguié el comportamiento de las células
por largos periodos de tiempo (figura 29) para obtener un panorama general del
comportamiento esperado de B. subtilis en el sistema de microfluidica y de los posibles
aspectos a modificar y/o mejorar al realizar los ensayos, asi como del efecto durante la
induccion de la expresiéon de spoOB.

La sefial de induccion se aplico de manera pulsatil, como se muestra en la figura 30 por lo
que la sefial IPTG no se mantuvo continua, a diferencia de los experimentos en cultivo
liquido. Esto es importante de destacar ya que a pesar de haber evaluado concentraciones
similares en ambos experimentos (10-100 uM), el nimero de células en las que se divide
el mismo numero de moléculas de inductor es completamente distinto, por lo que la
dindmica observada podria ser totalmente diferente a escalas de tamafio tan pequefias.

A partir de un preinéculo en medio CH, la DO se ajusta a 0.05 aproximadamente en medio
fresco CH. La cosecha de las células a una DO de 0.3, disminuye la formacion de cadenas
y aglomerados caracteristicos del crecimiento. Previamente a la inoculacion del sistema de
microfluidica, las células se concentran para promover que las trampas del chip se llenen
con células més eficientemente. El uso de Tween 20 promueve el adecuado flujo de los
medios utilizados dentro del sistema, mientras que el uso de rodamina B en el medio que
contiene la sefial (IPTG) permite la verificacion visual de la entrada de la sefial al chip.

Este experimento permitié determinar tres aspectos:

a) El promotor Puyperspank presenta escape

Posteriormente a la concentracion de las células para su inoculacion en el sistema, estas
ingresan al microfluido en altas concentraciones en medio rico CH. Previamente a la
induccion por IPTG, es decir, entre los To y Tes, Se lograron observar esporas maduras y
en formacion en grandes cantidades, posiblemente debido al estrés implementado sobre
las células durante su manipulacion para introduccion al sistema, asi como la alta
concentracion de células alcanzada. Este hallazgo permitié concluir que el escape del
promotor Puyperspank €S suficiente para la recuperacion del fenotipo de esporulacion.
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Ingreso de células
al dispositivo

\4 MEDIO SM PERIODO DE
INDUCCION CON IPTG

To T4.5 Te5 Ta27.8
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Figura 29. Linea del tiempo del experimento de microfluidica. Del To al T4.5 posteriormente a la
inoculacion del sistema, las células se mantuvieron en medio rico CH para el acoplamiento de las
células posteriormente al estrés de la manipulacion para la inoculacion. Del T4.5 al T6.5 las células
se mantuvieron en medio de resuspension SM y del T6.5 al T27.8 (1400 minutos) se alimenté al
sistema con IPTG en concentraciones pulsétiles y crecientes como se observa en la figura 30.

b) Las células no esporulan al inducirse la sobreexpresion de spoOB

Al modular la expresién de spo0B en cultivo liquido con distintas concentraciones de IPTG
(intervalo de 10 a 100 pM) como se representa en la figura a continuacion, la cepa no
esporulé en ninguno de los tiempos monitoreados. Estos datos se corroboraron mediante
ensayos de esporulacion en medio liquido y los resultados se discuten en secciones
posteriores.

Sefal de Induccion [iPTG]

100

70

Concentracion de iPGT (uM)

20

10

1] 2 4 & 8 10 12 14 16 18 20 22

Tiempo (horas)

Figura 30. Representacion de pulsos de induccion con distintas concentraciones de
IPTG (10 uM a 100 uM) durante 1400 minutos (23.3 hrs.)
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¢) Funcionalidad de los reporteros de la esporulacién

En las células que esporularon previamente a la induccién con IPTG (tiempos To y Tes) Se
logré verificar la funcionalidad de los reporteros dentro de la cepa, donde las esporas al
iniciar el proceso de esporulacién expresaban al reportero Pspona_DsSRed::lacAy las esporas
en etapas mas avanzadas expresaron al reportero Pspiq_GFP::sacA. La técnica de
microfluidica permitira analizar de manera cuantitativa el comportamiento de las células a
futuro mediante los reporteros fluorescentes construidos en el presente trabajo, pero debido
a la ausencia de respuesta en las células durante la induccion, no se procedié al analisis
cuantitativo del experimento.

6.2.2.2 Induccioén de la esporulacién en cultivo liguido

Debido a la dificultad para procesar multiples muestras a la vez del protocolo por conteo de
UFC, para el andlisis de la cepa PwyspoOB::amyE se procedi6 a utilizar la técnica de conteo
mediante tincion de esporas descrita en la metodologia en el apartado 5.2.2.2. Ademas, en
trabajos realizados en otro grupo de trabajo del Instituto de Biotecnologia, UNAM (Cristiano-
Fajardo, Soriano-Pefia and Serrano-Carre6n, comunicacién personal) se evaluaron
distintas técnicas manuales de conteo de proporcién de endoesporas y esporas libres en
una poblacion. La técnica de tincion de esporas con verde de malaquita presento la
obtencién de datos mas reproducibles. Mientras tanto, la técnica de UFC (utilizada para el
analisis de la cepa WT en el presente trabajo) no permite identificar aglomerados de células
como células individuales, por el contrario, los aglomerados de células crecen como una
sola UFC, lo que produce pérdida de informacién. Finalmente, se ha observado en el
laboratorio que se genera un bias en el que, en diluciones menores de las muestras, las
células no presentan una relacioén estricta con su factor de dilucion.

Las concentraciones del inductor IPTG utilizadas fueron 0, 10 uM y/o 100 uyM y se eligio la
fase exponencial (D.O.s00nm=0.55) para la cosecha de las células a partir del medio CH y
para la induccibn con IPTG, basandonos en trabajos previamente realizados
(Eswaramoorthy et al., 2010 a).

Porcentaje de esporas obtenido
h WT PHySpoOB

Tiempo | % s/IPTG % c/IPTG % s/IPTG % c/IPTG % c/IPTG
100 pM 10 pM 100 pM

To 0 0 0 0 0

T4 0 0 0 0 0

T6 0.04 % 0.04% 0.04% 0 0

T8 22% 18% 30% 0 0

T10 40 % 30% 42.6 % 0 0

Tabla 9. Promedio de porcentajes de esporulacion en las cepas WT y
PryspoOB en medio SM.
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Como control de la adecuada implementacion de la técnica de tincion de esporas en el
laboratorio, se repitié el ensayo de esporulacion en la cepa WT (con y sin IPTG). Cada
condicién se evalud por triplicado y se cuantificaron manualmente minimo 500 objetos por
muestra.

La diferencia principal al momento del tratamiento de las muestras entre el método de
conteo de UFC y la tincion de esporas con verde de malaquita es que durante la segunda
se realizan diversos lavados de las muestras, con el objetivo de disminuir la cantidad de
aglomerados y cuantificar de manera mas sencilla las esporas al visualizarlas al
microscopio. Como se observa en la tabla, el porcentaje obtenido del 80 % que se reportd
previamente en este trabajo no pudo replicarse, por lo que concluimos que se requiere
evaluar la posibilidad de haber perdido esporas durante los lavados, debido a que, el ensayo
mediante conteo de CFU en la cepa WT se repiti6 multiples veces (no se muestran los
datos) y en todos los casos, el porcentaje de esporas a las 10 horas fue de alrededor del
80%.

Cabe mencionar que en el experimento de microfluidica se indujo la expresion de spoOB a
las 2 horas posteriores a la suspension de las células en SM, por lo que no se evalué el
comportamiento de la cepa sin inductor. La cepa Puy,spoOB en el experimento control sin
IPTG se comport6 similar a la cepa WT, mientras que, al realizar la induccidn, los resultados
permitieron corroborar que a) el escape del promotor Pryperspank €S suficiente para recuperar
la esporulacion en la cepa complementada y b) la induccién con IPTG en concentraciones
de 10 y 100 uM inhiben la esporulacién. Estos resultados se discuten a continuacion.

6.2.3 Ausencia de esporulacion en la cepa Aspo0B/PuyspoO0B::amyE/Pspoig-
GFP::sacA/Pspona-DsRed::lacA durante la induccion con IPTG

De acuerdo a los resultados descritos en previas secciones, se concluye que la cepa no
esporula en las concentraciones de IPTG utilizadas. Sin embargo, el intervalo entre 0y 10
MM representa un posible intervalo de induccion a evaluar.

La falta de literatura acerca de la funcion mas alla de la transferencia de fosfato de Spo0B,
no permite explicar con certeza los resultados del comportamiento del sistema en los
presentes resultados.

Un fenotipo similar al observado en el presente trabajo ocurre al sobreexpresar a la proteina
SpoOF. Se ha descrito previamente que al inducir la sobreexpresion de la proteina SpoOF
se inhibe la esporulacion (Chastanet et al., 2010; Eswaramoorthy et al., 2010 a). Mientras
gue bajas concentraciones de inductor estimularon la esporulacion en medio de
esporulacion, altas concentraciones inhibieron el desarrollo de este destino. Posiblemente
debido a la previamente reportada inhibicion por sustrato de la fosforilacion de SpoOF-P a
través de KinA en altas concentraciones de SpoOF in vitro. Sin embargo, este
comportamiento no se ha observado para SpoOB in vitro. Por el contrario, la tasa de la
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formacion de SpoOA-P via el fosforrelevo completo muestra una dependencia lineal de la
concentracion de SpoOB (Grimshaw et al., 1998 b).

Hipotesis uno

Por un lado, la ausencia de esporas en la cepa spoOB inducible podria explicarse con la
posibilidad de que la relacion entre la cantidad de proteina SpoOB no fosforilada y fosforilada
aumente. En la cepa WT, KinA y SpoOF se encuentran en exceso respecto a Spo0B, sin
embargo, en la cepa spoOB IPTG inducible, al agregar el inductor se genera que esta
relacion de concentraciones presumiblemente se encuentre desbalanceada. En sistemas
de dos componentes se ha observado que la fosforilacion del regulador de respuesta
depende de la concentracion total Histidina cinasa/Regulador de respuesta (Gao and Stock,
2013) y el hecho de que la transferencia de fosfato en el fosforrelevo es reversible, podria
provocar que la concentraciéon de SpoOB-P disminuya. Un enfoque interesante a abordar
seria el analisis de los niveles de fosforilacion de los componentes del fosforrelevo en
nuestra cepa durante condiciones de induccién, sin embargo, no se ha reportado ningin
trabajo que haya evaluado la proporcién fosforilada de alguno de los componentes del
fosforrelevo. Dentro de las desventajas para su andlisis se encuentran la ausencia de
anticuerpos comerciales para las proteinas del fosforrelevo y la labilidad de las formas
fosforiladas, como SpoOA-P. Por ejemplo, se ha determinado que la estabilidad de SpoOA-
P es muy baja por lo que no se ha logrado evaluar su estado de fosforilacion. En cambio,
se asume que la mayoria de SpoOA se encuentra fosforilada debido a los loops de
retroalimentacion positiva en los que el regulador de respuesta directa e indirectamente
estimula la expresion de genes implicados en su propia fosforilacion (Fujita et al., 2005).

Por otro lado, la identificacion de proteinas mediante fosfoprotedmica en B. subtilis ha sido
incompleta respecto al nimero de proteinas detectadas. El trabajo mas reciente vy, al
parecer mas completo, identifica 1,085 eventos de fosforilacion en 488 proteinas, dentro de
las que no se detectan proteinas relacionadas al fosforrelevo, si no, principalmente
proteinas relacionadas a metabolismo (Ravikumar et al., 2018). La baja concentracion de
la proteina SpoOB podria dificultar su identificacion en técnicas de este mismo tiempo,
aunqgue posteriormente a la induccion de la expresion con IPTG la proteina SpoOB podria
ser mas identificable. Sin embargo, se mantiene incierto si los niveles de fosforilacion de la
proteina podrian ser detectables.

Finalmente, una estrategia para asegurar la continua alimentacion del sistema con flujo de
fosfato es sobreexpresar a KinA o KinC en la misma cepa que contiene la version IPTG
inducible de spoOB, debido a que previamente su sobreexpresion ha comprobado ser
suficiente para alimentar al sistema con flujo de fosfato, que como se describié previamente
(Chastanet et al., 2010) es el parametro principal para una esporulacion exitosa .
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Hipotesis 2

Una segunda hipétesis es que la sobreexpresibn de spoOB provoque que las
concentraciones mas elevadas que la concentracion nativa de la proteina SpoOB per se
dentro de la célula generen la inhibicién del fenotipo por dos razones: a) aglomeracion de
la proteina y b) desbalance de dosis proteica dentro de las células.

En ciertos casos se ha observado que la sobreexpresion de la proteina per se es la que
provoca la aglomeracion in vivo. Por ejemplo, se ha observado que la agregacion de la [3-
lactamasa solo se observa cuando su expresion se excede mas all4 de un 2.5 % de la tasa
total de sintesis de proteina. Se han sugerido varios factores que podrian generar
aglomeracion in vivo o cuerpos de inclusién. Se incluye, alta concentracion local de la
proteina; un ambiente reductor en el citoplasma; ausencia de modificaciones post-
traduccionales; interacciones no apropiadas con chaperones y otras enzimas y crosslinking
intermolecular a través de grupos disulfuro (aunque los cuerpos de inclusion también se
forman a partir de proteinas que carecen de cisteinas). Ademas, intermediarios
parcialmente plegados ocurren con frecuencia, cuyos destinos pueden ser: protedlisis,
formacion de agregados, plegamiento nativo o union a chaperonas (Fink, 1998).

Para evaluar esta posibilidad, se propone extraer proteina total antes y después de la
induccién con IPTG y hacer analisis proteicos mediante geles nativos de poliacrilamida, en
los que la proteina Spo0OB aglomerada se observaria en un peso no correspondiente al de
un dimero Spo0B-Spo0B 0 mondmeros independientes.

Respecto al desbalance de dosis proteica dentro de la célula, se ha observado que se
pueden producir fenotipos inhibitorios provocados por distintas combinaciones de
interacciones entre proteinas dentro de la célula. Durante una reaccion de transferencia de
fosfato a través del fosforrelevo (al menos in vitro) no se ha observado que altas
concentraciones de SpoOB tengan algun efecto inhibitorio sobre la activaciéon de SpoOA,
aunque no se descarta la posibilidad de que SpoOB interaccione con otras proteinas en el
entorno celular, que SpoOF y Spo0B formen interacciones no funcionales (debido a que se
ha observado que durante la transferencia de fosfato se forman tetrameros
Spo0OF(2):Spo0B(2)) o que se generen interacciones inespecificas al encontrarse
concentraciones superiores a las nativas dentro de la célula como se describe a
continuacion.

En la figura 31, se pueden observar tres mecanismos que pueden influir en un fenotipo
inhibitorio durante la sobreexpresion de proteinas (Moriya, 2015). Resource overload:
Cuando una proteina requiere grandes cantidades de recursos celulares para la traduccion,
el plegado, la localizacién o la degradacion, la sobreexpresion de la proteina sobrecarga
eso0s recursos celulares. Desde este punto de vista, en un trabajo reciente (DeLoughery et
al., 2018) se ha sugerido que la maduracion del policistron spoOB-obgE podria llevarse a
cabo por la RNasa Y, en conjunto con el complejo de proteinas Y (YIbF-YmcA-YaaT), por
lo que podria haber una sobrecarga de recursos de procesamiento. Desequilibrio
estequiométrico: cuando una proteina es una subunidad de un complejo de proteinas, la
sobreexpresion de la proteina altera la estequiometria. El exceso de subunidades provoca
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la modulacién de la via, formacion anormal de complejos, o sobrecarga de los recursos de
control de calidad de proteinas celulares. Interacciones promiscuas: la sobreexpresion de
determinadas proteinas podria provocar el secuestro de proteinas esenciales mientras que,
en condiciones nativas, la asociacion de estas proteinas es escasa o inexistente.

A. Resource overload B. Stoichiometric imbalance

Normal expression of A Overexpression of A Normal expression of A Overexpression of A
Cellular Cellular B B
resource resource Complex Complex
Regulatory complex, Pathway modulation, abnormal complex formation
Cytoskeleton, etc. and overloads on cellular resources
Translation, folding, Overload on translation (protein burden),
localization, degradation, etc. folding, localization, and degradation
C. Promiscuous interactions
Normal expression of A Overexpression of A
)
A |
interaction Complex
Weak A J
interaction
_C
Complex |

Pathway modulation, sequestration of essential protein

Figura 31. Mecanismos que generan defectos celulares durante la sobreexpresion de una proteina.
Modificada de Moriya, 2015.

Otro posible mecanismo de inhibicién de fenotipo puede ocurrir cuando una proteina B
participa en dos complejos distintos (B-C y B-A), la sobreexpresion de una subunidad A no
compartida podria competir por las concentraciones limitantes de B, reduciendo la cantidad
de complejos B-C funcionales, como se observa en la figura 32 (Prelich, 2012).

Figura 32. Modelo de inhibicion de fenotipo mediante subunidades compartidas de dos complejos distintos.

Modificada de Prelich, 2012.
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Sin embargo, Eswaramoorthy et. al en el afio 2010, realizaron experimentos de
sobreexpresion de distintos genes (SpoOF, Spo0B, Spo0A, KinA) del fosforrelevo en medio
rico LB bajo el promotor Phyperspank, COMO Se observa en la tabla 10. El medio LB se
considera rico en nutrientes, sin embargo, estrictamente es un medio limitante en cuanto a
fuente de carbono. Por ello una pequefa parte de la poblacién tiende a esporular en este
medio, como se logré observar en nuestro laboratorio. El objetivo de este grupo de trabajo
fue demostrar que induciendo la sintesis de la KinA mas alla de un determinado nivel lleva
a la entrada irreversible del proceso de esporulacion independientemente de la
disponibilidad de nutrientes. A pesar de que los medios LB y SM son completamente
distintos, y, en estos experimentos no se evalué la decisién de esporular en un momento
en el que la célula se encuentra dentro de un ambiente que promueva la esporulacién de
forma masiva, la sobreexpresién artificial de spo0B, no inhibié el fenotipo de esporulacién
incluso al utilizar concentraciones mucho mas altas de IPTG (500 uM) a las que se utilizaron
en el presente trabajo (10 uM y 100 uM), aunque si se observa una sutil disminucion en la
proporcion de esporas en la poblacion conforme se aumenta la expresion de este gen. Es
importante destacar como diferencia que el Shine-Delgarno de nuestras versiones
inducibles por IPTG esta disefiado para una traduccion mas eficiente, aun asi, la diferencia
de concentraciones utilizada sigue siendo notable.

KinA SpolF Spo0B Spo0A

IPTG CFU/ml CFU/ml CFU/ml CFU/ml
concn

(uM) Viable Efficiency Viable Efficiency Viable Efficiency Viable Efficiency

cells Spores Spores Spores cells Spores

44 x10° 27 x10° 61x10
5.0 10° 2.0x10* 4.0x 10

cells cells

0 51x10° 20x10*° 39x107° 52x10° 25x 10 48x 10
10 48 %10 21x10° 44x107" 45x10° 23x10° 51x10

4.8 x 10° 28 x 10* 58 x 10
6.6 X 10° 3.1 x10° 47x10

6 5 5
50 22x10° 18x10° 82x107% 63x10° 45x10° 71x107° 54x10° 23x10* 43x107°
100 12 10° 50x10° 42x10° 50x10° 41x10* 82x10° 6.0x10° 22x10* 37x10°
200 12 10° 98x10° 82x10° 55x10° 15x10° 27x107° 70x10° 24x10* 3410 °
500 12 10% 18X 10° 15x107° 45x10° 16x 10" 36 x 1077 50x10° 25x10* 501077

Tabla 10. Induccién masiva de la esporulacién mediante la sobreexpresion sutil de KinA en medio LB.
La sobreexpresion de Spo0B, SpoOF y SpoOA no es suficiente para la induccion de la esporulacion
en un medio rico en nutrientes. Tomada de Eswaramoorthy et. al., 2010.

Posiblemente, en caso de que alguno de los mecanismos de inhibiciébn previamente
descritos estuviera provocando el fenotipo observado, se deberia a proteinas
diferencialmente expresadas en medio LB y SM.

Propuesta de disefio de la modulacion de la expresion de spoOB para la disminucion
del escape del promotor

El escape del promotor Phyperspank provoca que previamente a la induccion con IPTG los
niveles de spo0OB sean suficientes para esporular. Podria pensarse que la concentracion
baja de Spo0OB dentro de la célula sea necesaria para el adecuado flujo de fosfato a través
del fosforrelevo y que previamente a la induccion con IPTG el sistema se encuentre cerca
al punto de saturacion de respuesta y, por lo tanto, el intervalo de aumento de la
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concentracion mediante el inductor IPTG se vuelva muy estrecho y provoque la poca o nula
posibilidad de aumento de la respuesta, e incluso la posible desestabilizacién del sistema
después de atravesar una determinada concentracion umbral.

Se plantea evaluar la dinamica de la poblacién utilizando concentraciones de inductor en el
intervalo de 0 y 10 uM e identificar si en ese intervalo de concentracion, observamos
esporulacion. Mediante RT-gPCR, la cepa AspoOB/PuyspoOB::amyE nos permitiria
identificar los niveles de expresién del transcrito en los que sin induccion por IPTG la cepa
se comporta similar a la cepa WT, los niveles en los que la células no pueden esporular v,
en caso de encontrarse, la concentracion en la que las células pueden esporular al inducirse
la sobreexpresion de spoOB.

Adicionalmente, se propone disefiar un nuevo sistema de induccion de spo0B, en el que se
realizarian modificaciones en el promotor IPTG inducible Puyperspank CON €l objetivo de hacer
menos eficiente su reconocimiento por la RNA polimerasa para su transcripcion (Helmann,
1995; Song et al.,, 2016) y, ademas, reemplazar el espaciador y la secuencia Shine-
Delgarno de la construccién por una version menos eficiente, como el Shine-Delgarno
nativo de spoOB (GGAG) el cual correlaciona con una baja tasa de traduccion. Los datos
gque se obtengan en el experimento descrito en el parrafo anterior, podrian permitir obtener
un panorama de las concentraciones de trabajo a replicar para evaluar el papel de Spo0OB
como factor limitante en la fosforilacion de SpoOA-P.

Recientemente se ha sugerido a SpoOB como responsable del ruido generado dentro del
fosforrelevo a nivel tedrico (Lecca et al., 2016) y es claro que spoOB/Spo0OB es un
componente especial del fosforrelevo. Parece ser que el abordaje que se requiere para la
comprobacion de su posible papel como factor limitante debe considerar la sutileza del
cambio en la concentracién dentro de las células, posibles resultados falsos negativos y las
posibles dificultades técnicas que se podrian presentar al hacer analisis de la proteinay o
transcrito debido a sus bajas concentraciones.
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7 CONCLUSIONES

Durante este presente trabajo se logro la estandarizacion y exploracion de distintas técnicas
para el estudio de B. subtilis en el laboratorio. Con las cepas construidas durante este
trabajo se abre la posibilidad de analizar el posible efecto que tiene la concentracion de
SpoOB en la célula sobre el fenotipo de esporulacién. El hecho de que estas cepas
contengan dos reporteros fluorescentes de la esporulaciéon permitira un andlisis a fondo del
comportamiento de B. subtilis durante los ensayos de induccién de la esporulacion
mediante técnicas diferentes y complementarias como son citometria de flujo y
microfluidica. Especialmente, la microfluidica es una técnica novedosa que genera la
probabilidad de analizar el comportamiento de organismos vivos a niveles tan delimitados
como es en célula Unica durante largos periodos de tiempo en condiciones ambientales
contantes. El reportero Pspoia_DsRed::lacA permitird determinar las células que inicien el
proceso de esporulacion, sin que necesariamente se comprometan a esporular, mientras
gue el reportero Pspaig_ GFP::sacA permitira analizar qué células terminan el proceso de
formacion de la espora.

Por otro lado, el escape del promotor Phyperspank, representa una desventaja para la
modulacion de expresién de spo0B, debido a los bajos niveles nativos de expresién de
spo0B, en donde se ha reportado que existen alrededor de 20-50 moléculas por célula.
Debido a esto, se requiere la busqueda de un promotor con el menor escape posible y una
induccién no eficiente para que sea adecuado para nuestros estudios.

Finalmente, al evaluar la dinamica de esporulacion al inducir la expresion de spoOB en la
cepa AspoOB/PhyspoOB::amyE, se observa que se inhibe la esporulacién. Estudios
posteriores son requeridos para investigar la causa de este fendémeno inhibitorio dentro de
la poblacién.

8 PERSPECTIVAS

- Analizar la causa de la inhibicién de la esporulacion durante la induccion de
spo0B en la cepa
AspoOB/Physpo0B::amyE/Pspoig_ GFP::sacA/Pspoiia_DsRed::lacA y evaluar si la
poblacion esporula en el intervalo de 0 y 10 yM de inductor IPTG).

- Elegir a partir de herramientas moleculares ya existentes o, en su caso, disefiar
un sistema que posea un promotor inducible que permita modular la expresion
de spoOB en niveles que correlacionen con los niveles nativos bajos de
expresion de este gen, para evitar el escape de expresion observado con el
promotor Phyperspank-
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Escindir los genes nativos de kinA y spoOF del cromosoma de su respectiva
cepa IPTG inducible construida en este trabajo para evitar efectos relacionados
al ruido de fondo de su expresion en los experimentos de esporulacion.

Evaluar el comportamiento de las cepas a nivel de escala poblacional en un
citometro de flujo durante la induccion de la esporulacion. Asimismo, evaluar el
comportamiento de las cepas a nivel de célula tnica en un microchip tipo mother
machine con la técnica de microfluidica.

Determinar el esquema de expresion del transcrito de spoOB durante las
diferentes fases del crecimiento de B. subtilis WT en los medios de induccion de
la esporulacién (CH y SM), con el objetivo de realizar un entendimiento integral
de la expresion de spo0B, del cual solo se conoce su comportamiento durante
la resuspension en medio SM.
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10 APENDICE

10.1 Técnicas moleculares frecuentemente utilizadas durante este trabajo

10.1.1 Extraccion de DNA gendmico de B. subtilis

(Algunas de las soluciones utilizadas pertenecen al kit DNA Isolation Kit for Cells and
Tissues Roche, pero se adaptaron algunos pasos para su uso en el laboratorio).

1.- Crecer un cultivo de 3-5 ml over night (O. N.).

2.- Centrifugar a 13,000 rpm y desechar el sobrenadante (congelar si es necesario para
continuar con la extraccion al siguiente dia).

3.- Resuspender las células en 100 pl de buffer Tris pH 7.2-7.6 50 mM + lisozima a 2.5
pg/ul. La enzima se encuentra en stock a 50 pug/ul (50 mg/ml). Para preparar las alicuotas
individuales de 100 pl, agregar 5 ul del stock de lisozima a 95 pl de buffer Tris pH 7.2-7.6
50 mM.

4.- Incubar 30 min. aT. A.

5.- Agregar 450 pl de “Cellular lysis buffer” (Atemperar previamente a su uso para que las
sales en el buffer se disuelvan). Incubar 15 mina T. A.

6.- Agregar 30 pl de solucién de Proteinasa K (1:1000 v/v), agitar en vortex por 3 segundos.
7.- Incubar 1 h. a 65 °C.

8.- Enfriar con la tapa abierta.

9.- Agregar 5 pl de “RNA solution”, agitar en vortex por 3 seg.

10.- Incubar 30 a 60 min a 37 °C.

11.- Agregar 180 ul de “Protein precipitation solution”, agitar en vértex 10 seg.

12.- Incubar en hielo por 5 min.

13.- Centrifugar 20 min a 13,000 rpm.

14.- Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo.

15.- Agregar 1 vol. de fenol:cloroformo:isoamilico. Homogenizar en vértex 5 seg.

16.- Centrifugar 3 min a 13,000 rpm.

17.- Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo.

18.- Agregar 1 vol. de cloroformo. Agitar en vértex 5 seg. Centrifugar 3 min a 13,000 rpm.

19.- Recuperar el sobrenadante en un nuevo tubo y agregar 0.7 volimenes de isopropanol,
mezclar por inversion.
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20.- Centrifugar 5 min. a 13,000 rpm. Desechar el sobrenadante.

21.- Agregar 500 pl de etanol al 70%, mezclar por inversion y centrifugar 5 min a 13,000
rpm.

22.- Descartar el sobrenadante y secar el pellet.

23.- Resuspender el pellet en 100 pl de TE buffer (1/10 v/v) pH 8 0 H20. Incubar 10 min. a
55 °C y almacenar a -20 °C.

10.1.2 Extraccion de DNA plasmidico utilizando perclorato de sodio

1.- Inocular 3 ml de cultivo y dejar crecer toda la noche.

2.- Centrifugar a 13,000 rpm durante 2 minutos.

3.- Resuspender el pellet en 175 pl amortiguador TES (15% sacarosa, 50 mM Tris pH 8.5,
50 mM EDTA pH 8).

4.- Adicionar 25 pl de lisozima (10 mg/ml) y mantener en hielo 20 minutos.

5.- Adicionar 400 pl de agua helada e incubar a 75°C durante 15 minutos.

7.- Centrifugar a 13,000 rpm durante 15 minutos.

8.- Retirar el pellet con palillo y conservar el sobrenadante.

9.- Adicionar 60 pl de perclorato de sodio 5M

10.- Adicionar 600 ul de isopropanol y homogenizar suavemente.

11.- Centrifugar a 13,000 rpm durante 15 minutos y descartar el sobrenadante.

12.- Resuspender el pellet en 500 ul de etanol al 70% y centrifugar a 13,000 rpm durante
15 minutos.

13.- Dejar secar el pellet y resuspender en 30 pl de H20.

14.- Verificar el proceso de extraccion utilizando 3 pl de muestra.

10.1.3 PCR en colonia

1.- En 20 pl de H2O agregar una asada de la colonia de interés.

2.- Calentar la muestra durante 15 minutos a 95 °C.

3.- Centrifugar la muestra 15 minutos a 13,000 rpm. En el fondo del tubo se observa el pellet
celular. En la parte acuosa de la muestra se encuentra el DNA; al tomar el DNA tener
cuidado de no tocar el pellet celular.

4.- Tomar 1 pl o 2 pl de la muestra acuosa como templado para el PCR.

74



10.1.4 Precipitacién de DNA con butanol

1.- Agregar a la reaccion de ligacién de 20 pl, 230 pl de H20.

2.- Anadir 1 ml de butanol. Agitar en vortex durante 5 segundos.

3.- Centrifugar 5 min a 13,000 rpm. Eliminar la fase organica, conservar la acuosa.

4.- Afiadir 1 ml de butanol y centrifugar de nuevo a 13,000 rpm. Retirar el sobrenadante. En
este caso solo habra una fase.

5.- Agregar 1 ml de etanol al 100% y centrifugar 5 minutos. Eliminar el sobrenadante.

6.- Secar el pellet y resuspender en 20 pl de H20.
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10.2 Plasmidos vy oligonucle6tidos utilizados

10.2.1 Tabla de oligonucleétidos utilizados en este trabajo

Oligonucledtido Clave Secuencia (5'->3")

2289 KANhelFw GGG CAT GCT AGC ACA TAA GGA GGA ACT ACT gtg GAA CAG GAT ACG
CAG CAT GTTA

2290 KASphIRv AGG AAT AGC ATG CttaTT TTT TTG GAA ATG AAATTT TAAACG CT

2291 OFNhelFw GGG CAT GCT AGC ACA TAA GGA GGA ACT ACT atg ATG AAT GAA AAA
ATT TTAATC

2610 lacAllADsRedFw | CTG AAT TAA TTA ATC ATC GCG ACT GC

3544 lacA Fw GGC CCG ATATTT TAG CTG ACG ATA

3545 lacA Rv TCATACTTT TCC ATC GTC AGG TCG

2292 OFSphIRv AGG AAT AGC ATG Ctc aGT TAG ACT TCA GGG GCA GA

4821 spollQ_140InF TAC TTG AAG TGG ATC CGT TTT TGG CAC TCC

4822 spollQ_Rv GTT CTT CTC CTT TGC TAG CCATTG TTT CAT CAC CTC AGC AAC

4823 Q-GFP_Fw ATG TTG CTG AGG TGA TGA AAC AAT GGC TAG CAA AGG AGA AGA AC

5205 0BpRedC GAAAT TAAATGATTG GGA GTG CGA AAATGG TGC GCT CCT CCA AGA

5206 0BpRedB é?I'T CTT GGA GGA GCG CAC CAT TTT CGC ACT CCC AAT CAT TTA ATT

5207 0BpRedD XETGGAATTCGCTGCTACAGGAACAGGTGG

5208 OBmupA ACT GTG AAT TCC CTG AAT CTC TTG ATC C

5213 0BmdownF TCA TAT GGA TCA CGG CCT TCT AAG

5214 0BmupSpC GA AAT TAA ATG ATT GGG AGT GCG AAA TAC TTC TCG AGG TCG ACG

5217 0BmupSpB g;{? ;(C:ZC GTC GAC CTC GAG AAG TAT TTC GCA CTC CCA ATC ATT TAA

5218 0BmdownSpE ?ugiTCTCGAGGTCGACGGTATCACGGTTTAGAACGGAGGACATT

5219 0BmdownSpD é;('l% AAT GTC CTC CGT TCT AAA CCG TGA TAC CGT CGA CCT CGA GAA

5220 oamyE_450FW gzﬁ TTC CAA TGA GGT TAA GAG TAT TC

5221 oamyE_750RV GTA TTG ATA GAG ACA GAG GAT GAAC

5222 osacA_570FW CTT CTG ATA ACC TGA CAG AGT GG

5223 osacA_1060RV CAG ATG ATC CAT GCATGT TGA TG

5877 pllAXbal_FwA ACT GTC TAG AAA GCG AAATAT TGT CTGACTGCT T

5878 plIA-DsRed_RvB GTT CTT GGA GGA GCG CAC CAT GCT CATTCCTCC TTGATATGATC

5879 plIA-DsRed_FwC | GAT CAT ATC AAG GAG GAA TGA GCA TGG TGC GCT CCT CCA AGA AC

5880 plIANotl_RvD TAG AGT ATG CGG CCG CGC TGC TAC AGG AACAGG TGG T

6203 opllIAXbal_A ACT GTC TAG AGC AAG TGA CAA AAATGC TTG AC

6204 opllIAYFP_B GCT TAC CTT TTCT ATT GAA TCC ATA GTA GTT CCT CCT TGA TAT GAT
CGG ATA ATG

6205 oplIAYFP_C CAT TAT CCG ATC ATA TCA AGG AGG AAC TAC TAT GGA TTC AAT AGA
AAA GGT AAG

6206 OYFPPstl_D ATG CCT GCAGTT ACT TGT ACA GCT CGT CCA TG

6309 0BmdownSpE-N | ATC CTA GGC CTA TTA ATA TTC CGG ACG GTT TAG AAC GGA GGA CAT

6310 0BmdownSpD-N 1(;?11—' GAAT GTC CTC CGT TCT AAA CCG TCC GGA ATA TTA ATA GGC CTA

GGAT
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7533 GFP-R AAT GAC TAG CTA GCG AAT TCA GTT GTA CAG TTC ATC CAT GCC

8065 LacA_Up GGC CCG ATATTT TAG CTG ACG ATA

8066 LacA_Dn TCATACTTT TCC ATC GTC AGG TCG

11778 OBNdelFW AGG AAT ACA TAT GAA GGA TGT TTC AAA AAATCA AG

11779 0BBamHIstopRV | AAA GGA TCC CTA GTC CAA CCC AAT TTC AATC

11780 OBNcolFW AGG AAT CCA TGG ATG AAG GAT GTT TCA AAA AAT CAA G

11781 0BBamHIRV AAA GGA TCC GTC CAA CCC AAT TTC AAT CAG AC

11782 O0BNhelFW GGG CAT GCT AGC ACA TAA GGA GGA ACT ACT ATG AAG GAT GTT TCA
AAA AAT CAA G

11783 0BSphIRV AGG AAT AGC ATG CCT AGT CCAACCCAATTT CAATC

Tabla S1. Oligonucleétidos utilizados durante este trabajo.

10.2.1 Tabla de plasmidos utilizados en este trabajo

Plasmido/#BGSC

Caracteristicas

Referencia

pDR111gfp (Sp)/ECE278

blaR amyE= Phyperspank-gfp(Sp) specR
lacl =amyE (Plasmido shuttle en E. coliy B.
subtilis)

(Overkamp et al., 2013)

pSac-Cm/ECE174

Vector vacio, ampR sacA = cmR = sacA
(Plasmido shuttle en E. coli y B. subtilis)

(Middleton and Hofmeister,
2004)

pBS2E/ECE258

Vector vacio, ampR lacA = misR = lacA
(Plasmido shuttle en E. coli y B. subtilis)

(Radeck et al., 2013)

pCRM-Ts-Phleo

Plasmidos de replicacion termosensible
(30 °C), ampR, phleoR, contiene al gen cre
(Plasmido shuttle en E. coli y B. subitilis)

Fernando Valle (Genencor)

ploxSpec-Walt

Plasmido de E. coli plasmid, amp®; el gen
aadA esté flanqueado por los sitios loxP.

Fernando Valle (Genencor)

Tabla S2. Plasmidos utilizados durante este trabajo. En la primera columna, se menciona el nombre del
vector y enseguida, posterior al simbolo “/”, se coloca el numero de cédigo del BGSC (Bacillus Genomic
Stock Center), en caso de aplicar. ampR/blaR, resistencia a ampicilina/B-lactdmicos; cmR, resistencia a
cloranfenicol; misR, resistencia a macrélidos, lincosamidas y estreptograminas (MLS) inducida por
eritromicina; phleoR, resistencia a fleomicina; spcR, resistencia a espectinomicina. ==, locus de integracion
en el cromosoma de B. subtilis, si aplica.
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10.3 Técnicas microbioldégicas frecuentemente utilizadas en este trabajo

10.3.1 Preparacion de células competentes de E. coli

Las células se prepararon como se indica en la referencia (Sharma and Schimke, 1996) con
algunas modificaciones. El cultivo ON es ajustado a una DOg=0.05 y se recrece hasta una
DOe00=0.5, para empezar a cosechar las células. Ademas, todos los lavados se hacen en
glicerol al 10%.

10.3.2 Protocolo de transformacion de E. coli

Previamente a la transformacion las ligaciones se purifican utilizando precipitacién con
butanol, como se describe previamente.

1.- En frio, agregar a un tubo de células de 50 ul, 5 0 10 pl de la ligacién o 40 ng de DNA
circular y transferir el contenido a una celda de electroporacion fria.

2.- Incidir un choque de 1.75 mV a las celdas; inmediatamente agregar 700 yl de medio
SOC y transferir el contenido a un tubo de 1.5 ml.

3.- Mantener en agitacion durante una hora 37 °C y 250 rpm.

4.- Plaquear en cajas Petri con medio LB + antibiético de seleccion.

10.3.3 Protocolo de transformacién mediante induccion de competencia natural en B.

subtilis

1.- Crecer dos cultivos de la cepa B. subtilis a transformar en medio LB a 37°C y 200 rpm
toda la noche.

2.- En un matraz hacer una dilucién del cultivo en 25 ml de medio TF1, ajustando la ODego
(de 0.05 a 0.15). Dejar creciendo de 4 a 5 horas, hasta que el cultivo se vea turbio
(aproximadamente a una ODego de 0.76).

3.- En un segundo matraz diluir el cultivo 1/10 en medio TF2, agitar en vértex (ODsoo de
aprox. 0.076).

4.- Anadir 0.5 ml de cultivo en tubos diferentes. Agregar a cada tubo 2 ug de DNA
linearizado o 1 ug de DNA circular, seguin sea el caso, el tubo control no debe tener DNA.
La muestra de DNA no debe exceder los 20 pl.

5.- Incubar los tubos a 37°C de 2 a 3 hrs. y plaquear en cajas selectivas (con los antibidticos

correspondientes).
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10.3.4 Protocolo de induccion de la esporulacion de B. subtilis
(Sterlini and Mandelstam, 1969; Wang and Llopis, 2016)

1.- Sembrar la cepa de Bacillus subtilis que se va a utilizar en caja, en medio LB, una vez
que la cepa de interés crecié mantener la caja a temperatura ambiente (la caja tiene que
tener células frescas, sin guardar en el refrigerador).

2.- En 5 ml de medio CH (preparado el mismo dia) sembrar la cepa de interés (tomar una
asada) para dejar un overnight, este tiene que ser de 12 h, no mas ni menos, tiene que ser
siempre las mismas horas para que el experimento sea reproducible.

3.- Medir la D.O. soonm del overnight y calcular la cantidad de volumen necesario para
comenzar el experimento de esporulacion. Comenzar a D.O.s00nm de 0.05 en 50 ml de medio
CH en matraces de 200 ml (tener muy en cuenta no cambiar aleatoriamente la medida del
matraz, ya que puede cambiar totalmente la cinética del experimento) a una temperatura
de 37° C, 200 rpm.

4.- Monitorear la D.O. cada hora por al menos tres horas, hasta tener una densidad éptica
de 0.6 aproximadamente (tener cuidado de no pasar de estas horas o medir a las dos horas
y media por que la densidad en ese tiempo podria llegar hasta 0.9). Previamente comenzar
a preparar el medio de resuspension (aproximadamente unos 500 ml)

5.- Unavez que se alcanzé esa densidad centrifugar en frio en tubos falcén de 50 ml, limpios
y estériles a 3600 rpm por 18 min.

6.- Eliminar el sobrenadante y adicionar unos 50 ml de medio de resuspensiéon (SM) y
centrifugar nuevamente a 4° C, 3600 rpm por 18 min

7.- Eliminar el sobrenadante en condiciones estériles y adicionar otros 50 ml de SM,
centrifugar a 4° C, 3600 rpm por 17 min.

8.- Eliminar el sobrenadante y adicionar 50 ml de medio de resuspension, resuspender la
pastilla celular y verterla en matraces estériles de 250 ml.

9.- Medir la D.O. inicial (Tiempo 0h) e incubar a 37° C, 200 rpm.

10.- Monitorear la D.O. cada hora durante 8 horas y tomar las muestras para el analisis a
realizar;

a) Conteo de UFC en placa de LB. Se toman dos muestras de 100 ul. Una de ellas se

calienta durante 20 minutos a 80°C. De esta forma solo las esporas sobrevivirdn. Las

diluciones se realizan en medio SM.
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10.3.5 Tincion de esporas con verde de malaquita
(Modificado de Schaeffer and Fulton, 1930)

Preparacion de la muestra:

1. Tomar una muestra de 1 ml de caldo de cultivo. La muestra debe estar en el rango de
0.1 a 0.5 unidades de absorbancia a 600nm. Diluir o concentrar en solucion salina (0.9%
NacCl, 0.05% Tween 80) segln sea necesaria.

2. Centrifugar a 12000 rpm por 3 min. Y lavar el pellet con solucién salina.

3. Centrifugar a 12000 rpm por 3 min. Resuspender en agua destilada.

Tincién con verde de malaquita:

1. Colocar 40 ul de muestra en un portaobjetos.

2. Fijar en una parrilla eléctrica a 55°C (observar que la muestra se seque completamente)
3. Colocar el portaobjetos sobre bafio de maria de tal manera que los vapores calienten la
muestra.

3. Cubrir la muestra en el portaobjetos con verde de malaquita al 5% (esta solucion debe
estar filtrada a 0.45 ym). Mantener al bafio maria por 10 minutos cuidando que el colorante
no se seque. Adicionar otro poco en caso de ser necesario.

4. Retirar la muestra del bafio maria, permitir que la muestra se enfrie y eliminar el exceso
de verde de malaquita con agua destilada (esto debe hacerse en un recipiente para
almacenar los desechos de tincién).

5. Secar la muestra y cubrirla con fucsina fenicada diluida (0.1% en agua) durante 5
minutos.

6. Lavar el exceso de colorante con agua destilada y secar.

7. Observar al microscopio en el objetivo 100X.

La célula vegetativa se tifie violeta mientras que la endoespora y la espora se tifien de color
verde.
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10.4 Medios vy soluciones

10.4.1 Transformacion por induccion de competencia natural en B. subtilis

a) Sales de Bacillus 10X

Sales de Bacillus 10X
Compuesto 1000 ml 100 ml
K2HPOq4 1409 149
KH2PO4 60 g 69
(NH4)2SO4 20g 29
Na citrate 10g 1lg

Tabla S3. Componentes de las sales de Bacillus 10X. Se muestran la cantidad
de compuesto a afiadir para la preparacion de 1 L y 100 ml de solucion.

*Esterilizar por autoclave.
b) Glucosa al 20%

Disolver 20 g de dextrosa en H,O mQ, aforar a 100 ml y esterilizar mediante filtracion.
c) CAAs al 2%

Disolver 1 g de casaminoacidos en H.O mQ, aforar a 50 ml y esterilizar mediante filtracion.
Almacenar a 4 °C.

d) Preparacion de medios TF1y TF2

Solucién stock TF1 TF1 [Final] TF2 TF2 [Final]
25 ml 50 ml 25 ml 50 ml
Sales de Bacillus 10X | 2.5 ml 5mi 1X 25ml 5mi 1X
Glucosa 20% 625 pl 1.25ml | 0.5% 625 pl 1.25ml 0.5%
MgSO4 10 mM 12.5ml | 25 ml 5mM 125 ml | 25 ml 5mM
Casaminoacidos 2% 250 pl 500 pl 0.02% 125 pl 250 pl 0.01%
Triptéfano 2mg/ml 625 pl 1.25ml | 50 pg/ml | 62.5 pl 125 pl 5 pg/ml
H20 mQ 8.5 ml 17 mi 9.18ml | 18.3ml

Tabla S4. Componentes de los medios TF1 y TF2. En color rosa se denota la cantidad de
soluciones stock que se necesitan agregar para preparar 25 y 50 ml de medio TF1. En color
verde se denota la cantidad de soluciones stock que se necesitan agregar para preparar 25y
50 ml de medio TF2.

*Tanto el medio TF1 como TF2 se preparan el dia de su uso en condiciones de esterilidad.
e) Triptéfano 2mg/mi
Disolver 50 mg de triptéfano en H.O mQ, aforar a 25 ml y esterilizar mediante filtracion.

Almacenar a 4 °C.
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* Este protocolo considera agregar triptéfano al asumir el uso de la cepa auxoétrofa a
triptéfano B. subtilis 168 trpC2. Para cepas prototrofas, este aminoécido puede ser omitido.
En cepas con auxotrofias adicionales, deben afiadirse los nutrientes correspondientes.

10.4.2 Induccién de la esporulacién en B. subtilis
(Sterlini and Mandelstam, 1969; Wang and Llopis, 2016)

Medio CH
El medio se prepara con las soluciones CHI+II, CHIIl, CHIV y CHV. Todas estas soluciones
se juntan en condiciones de esterilidad el dia de uso.

a) CHI+II
CHI+II (940 ml)

Compuesto Cantidad
Hidrolizado de caseina 8649
L-acido glutdmico 3.16¢g
L-alanina 214 ¢
L-asparagina monohidratada 12g¢g
KH2PO4 13649
NH4CI 0.535¢
Na2S04 0.107 g
NH4NO3 0.096 g
FeClz6H20 0.6 mg

Tabla S5. Componentes de la preparacion del medio CHI+II.

Forma de prepararlo: Se disuelve el acido L-glutdmico en agua destilada (800 ml de agua).
Ajustar hasta un pH aproximado de 6.8 con NaOH 10 M, agregar gota a gota el hidréxido
de sodio. Agregar los reactivos restantes y terminar de ajustar el pH a 7 final. Finalmente
aforar a un volumen de 940 ml.

b) CHIII
CH 111 (100 ml)
Compuesto Cantidad
MgSO47H20 0.198 g
10% (w/v) CaClz2 6H20 0.4 ml

Tabla S6. Componentes de la preparacion del medio CH 11

Forma de prepararlo: se prepara 1ml de cloruro de calcio al 10% (se pesan 0.1 g) y
se pesan 0.169 g de sulfato de magnesio pentahidratado en 100 ml de agua
destilada. Si utilizamos 10% (w/v) CaCl, 2H,0, se agregan 0.269 ml a 100 ml de
agua destilada.
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c) CHIV
Disolver 0.11 g de MnSO44H->0 en 10 ml de agua destilada. Esterilizar

d CHV
Disolver 10 mg de L-triptéfano en 5 ml de agua, filtrada y esterilizada (2mg/ml)

Medio de resuspensién SM
El medio de resuspension se prepara mezclando la soluciéon A, soluciéon B, solucion C,
solucion D y solucién E el dia de uso.

a) Solucién A

Solucion A (100 ml)
Compuesto Cantidad
FeCls-6H20 0.089 g
MgCl2:6H20 0.830¢g
MnCl2:4H20 1.979¢g

Tabla S7. Componentes de la preparacion de la solucion A.

Forma de Prepararlo: Utilizar agua esterilizada disolver los reactivos Yy filtrar (no esterilizar
por calor porque el tricloruro de fierro se puede reducir a dicloruro de hierro), posteriormente
guardar esta solucién a 4° C y con papel aluminio o en un frasco &mbar estéril.

b) Solucion B
Solucion B (100 ml)
Compuesto Cantidad
NH4ClI 535
Na2S04 1.069g
KH2PO4 0.68 ¢
NHaNOs3 0.97¢9

Tabla S8. Componentes de la preparacion de la solucién B.

Forma de Prepararlo: Disolver todos los reactivos en 80 ml de agua destilada y ajustar el
pH a 7 con NaOH 10 M (gota a gota), ajustar el volumen a 100 ml, esterilizar y guardar la
solucién a 4° C.

¢) Solucién C

5% de L-glutamato. Se ajusta a pH 7 con NaOH 10 M para su disolucion. Esterilizar por
autoclave.

d) Solucién D

0.1 M CaCl.. Disolver 1.47 g de CaCl>H20 en 100 ml de H20. Esterilizar por autoclave.
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e) Solucién E
1 M MgS04-H;0. Esterilizar por autoclave.

Los medios se mezclan el mismo dia que se utilizan (no mezclarlos ni siquiera un dia antes,
porque los reactivos van precipitandose durante el transcurso de las horas, por lo tanto, el
medio de cultivo pierde funcionalidad).

f) Preparacion de medios CH y SM

CH (100 ml) SM (100 ml)
Solucién Volumen (ml) | Solucién Volumen (ml)
CHI+1I 94.0 H20 88.9
CHV 1
Solucion A 0.1
Solucion B 1
CH 1l 5 Soluciéon C 4
CH IV 0.2 Solucién D 1
CHV 1 Solucion E 4

Tabla S9. Componentes de la preparacion de los medios CHy SM; 100
ml de medio CH (azul) y 100 ml de medio SM (verde).

* Este protocolo considera agregar triptéfano al asumir el uso de la cepa auxétrofa a
triptéfano B. subtilis 168 trpC2. Para cepas protétrofas, este aminoacido puede ser omitido.
En cepas con auxotrofias adicionales, deben afiadirse los nutrientes correspondientes.
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