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1 RESUMEN

El género Bacillus comprende algunos microorganismos de importancia clinica e
industrial que exhiben la capacidad de producir esporas en condiciones de estrés. El proceso
de esporulacion demanda un alto gasto energético por lo que es regulado cuidadosamente.
En B. subtilis, este proceso esta coordinado por la fosfotransferencia KinA-SpoOF-Spo0B-
Spo0A y el sistema de percepcion de curum RapA-PhrA. A pesar del amplio conocimiento
de ambas rutas, ain existen caracteristicas no descritas que pueden contribuir al desarrollo
de nuevas técnicas de control de la esporulacién. El objetivo del presente trabajo fue
caracterizar la sefializacion de PhrA mediante la utilizacion de biosensores tipo FRET. Para
ello, se probd la sensibilidad y especificidad del biosensor mediante experimentos de FRET-
fotoblanqueo. Se realizaron ensayos de esporulacion con B. subtilis y B. amyloliquefaciens,
y se monitore6 la produccion de PhrA con el biosensor. Mas tarde, se elaboré un modelo de
respuesta FRET con la finalidad de implementar el biosensor como una herramienta
cuantitativa. Por ultimo, se disefiaron varios mutantes de B. subtilis con alteracion en el
estado de fosforilacion de SpoOF. EIl biosensor demostré sensibilidad a concentraciones
nanomolares y alta especificidad a PhrA. La cepa B. subtilis PhrA-deficiente fue incapaz de
esporular. La produccién de PhrA en la cepa silvestre de B. subtilis ceso posterior a las tres
horas de iniciado el proceso de esporulacion. Interesantemente, B. amyloliquefaciens
mantuvo la sintesis de PhrA después de la tercera hora y exhibié una eficiencia de
esporulacion del 100 %. La parametrizacion del modelo permitio cuantificar PhrA en los
sobrenadantes de cultivos esporulantes. Todas los mutantes de las quinasas mostraron la
misma eficiencia FRET que la cepa silvestre. En base a los resultados se pudo concluir que
el biosensor presenta alta sensibilidad, especificidad y puede utilizarse como una
herramienta cuantitativa. PhrA resulta esencial para iniciar el proceso de esporulacion e
influye en la eficiencia de este proceso. La velocidad de internalizacion de PhrA depende de
la concentracion de péptidos competidores, no obstante, no existe competicién a nivel de
receptor de RapA para PhrA. Por altimo, la interaccion PhrA-RapA-SpoOF es independiente

del estado de fosforilacion de SpoOF.

Palabras clave: Bacillus, biosensor, esporulacion, FRET, PhrA.



2 ABSTRACT

The genus Bacillus includes some microorganisms with clinical and industrial
relevance mainly because of their ability to produce spores. The sporulation process is
energy-expensive; therefore, it should be precisely regulated. In B. subtilis, this process is
carried out by the phosphorelay KinA-SpoOF-Spo0B-Spo0A and the quorum sensing system
RapA-PhrA. Despite the broad knowledge about these signaling pathways, it has been
lacking some clues that could allow to develop new and better techniques for controlling the
sporulation process. The aim of this work was to characterize the PhrA signaling pathway
using FRET-based biosensors. Hence, the specificity and sensibility of the biosensor was
tested by FRET-photobleaching experiments. Furthermore, some sporulation assays with B.
subtilis and B. amyloliquefaciens were performed and the PhrA synthesis was followed with
the biosensor. Moreover, a FRET-response model was developed to use the biosensor as a
quantitative tool. Finally, some B. subtilis mutants were designed with disturbances in the
phosphorylation state of SpoOF. The biosensor showed high sensibility to nanomolar
concentrations and high specificity to PhrA. The PhrA-deficient strain could not sporulate.
The production of PhrA stopped three hours after the sporulation process started. It was
especially interesting that B. amyloliquefaciens keeps the PhrA synthesis after three hours
and showed a sporulation efficiency of 100 %. The model parametrization allowed to
quantify PhrA in supernatants from sporulating cultures. It is possible to conclude that the
biosensor has high sensitivity, specificity and can be used as a quantitative tool. Moreover,
PhrA is essential for starting the sporulation process and influences on the sporulation
efficiency. The uptake rate of PhrA depends of the competitive peptides concentration
however, there is not any competition at the PhrA receptor in RapA. Finally, the interaction
between PhrA, RapA and SpoOF is independent of the phosphorylation state of SpoOF.

Key words: Bacillus, biosensor, FRET, PhrA, sporulation



3 INTRODUCCION

Bacillus es un género bacteriano gram positivo perteneciente al filo Firmicutes. Este
género consta en su mayoria de bacilos esporulantes de vida saprofita que habitan en
ambientes terrestres y acuaticos. No obstante, también comprende algunos patdgenos de
humanos e insectos (Harwood, 2007; Tortora, Funke y Case, 2016). Precisamente, el grupo
B. cereus incluye a estos patdgenos, a saber, B. anthracis, B. cereus, y B. thuringiensis. El
primero es el agente causal del antrax (Bongiorni, Stoessel, Shoemaker y Perego, 2006;
Spencer, 2003). B. cereus es una de las causas mas comunes de envenenamiento provocado
por alimentos que se manifiesta como un cuadro diarreico y emetico. Por ello, el control de
este patdgeno resulta especialmente importante en la industria alimenticia (Griffiths y
Schraft, 2017). Por otro lado, B. thuringiensis es un entomopatdgeno que se utiliza como
bioinsecticida (Ibrahim, Griko, Junker y Bulla, 2010).

En cuanto a los microorganismos no patdgenos del género Bacillus, B.
amyloliquefaciens y B. subtilis constituyen las especies de mayor importancia en el area
agricola puesto que pueden ser aplicados en el suelo como biofertilizantes y biocontroladores
(Qiao et al., 2017). Esto a razdn que ambas especies tienen la capacidad de promover el
crecimiento vegetal mediante la produccién de fitohormonas y aumentar la disponibilidad
de nutrientes, e inhibir la colonizacion de fitopatdgenos (Ashwini y Srividya, 2014; Talboys,
Owen, Healey, Withers y Jones, 2014). La utilizacion de estos microorganismos en la
agricultura, y el control de las especies patdgenas del género Bacillus, depende de un
conocimiento exacto del proceso de esporulacion (Bongiorni et al., 2006; Diaz, Garcia y
Zapata, 2015; Ihekwaba, Mura y Barker, 2014).

B. subtilis es el organismo modelo ideal para la investigacion del proceso de
esporulacién, ademéas que es uno de los microorganismos mejor caracterizados (Aizawa,
2014; Willey, Sherwood y Woolverton, 2014). Su eleccién como organismo modelo se debe
a que es facil de manipular, presenta competitividad genética natural y crece relativamente
rapido en condiciones in vitro (Kumar y Singh, 2013). Sin embargo, la caracteristica de
especial interés constituye su sofisticada red de rutas de sefializacién que controla los
diversos comportamientos fisioldgicos como la esporulacién (Piggot, 2009; Vlamakis, Chali,
Beauregard, Losick y Kolter, 2013; Wolf et al., 2015)

La esporulacion es un proceso de diferenciacion celular que surge como respuesta a

condiciones de estrés ambiental como falta de nutrientes o elevada temperatura (Ihekwaba



et al., 2014). El resultado de este proceso es la formacién de estructuras con multicapas de
alta resistencia a radiacion, calor y quimicos denominadas endoesporas. Una vez que las
condiciones de crecimiento son adecuadas, estas esporas pueden germinar y generar nuevas
células vegetativas (Madigan, Martinko, Bender, Buckley y Stahl, 2015). La esporulacion es
un proceso irreversible y representa un coste energético alto para la célula por lo que debe
ser regulado cuidadosamente (Ihekwaba et al., 2014; Jabbari, Heap y King, 2011). Este
proceso esta controlado inicialmente por una red compuesta de un sistema de percepcion de

cuérum y un sistema de dos componentes (Narula, Fujita y Igoshin, 2016).

Los sistemas de dos componentes son mecanismos regulatorios encontrados
mayormente en procariontes. Estos sistemas pueden funcionar por si solos o forman parte
de una red de sefializacién celular compleja (Stock, Robinson y Goudreau, 2000). Una de
las funciones de estos sistemas es la interpretacion de sefiales no relacionadas con la densidad
celular. De esta manera, la poblacion microbiana desarrolla estados fisioldgicos que faciliten
su adaptacion y supervivencia (Capra y Laub, 2012). Los sistemas basicos consisten en dos
componentes: un ‘“sensor” anclado a la membrana y un “regulador de respuesta”

citoplasmatico (Babel y Bischofs, 2016; Ng y Bassler, 2009).

El sensor es una histidina quinasa que detecta una sefial fisica o bioguimica
especifica. Como resultado, el sensor se autofosforila en su residuo histidina (H) y transfiere
el grupo fosfato hacia un residuo aspartato (D) del regulador de respuesta (Skerker et al.,
2008; Zschiedrich, Keidel y Szurmant, 2016). Este fosfato genera un cambio bioquimico en
el dominio respuesta del regulador que resulta en mayor afinidad para su molécula blanco
(Mitrophanov y Groisman, 2008). La mayor parte de reguladores de respuesta corresponden
a factores de transcripcion que tienen la capacidad de coordinar la expresion genética, y por
lo tanto, la respuesta celular (Gao, Mack y Stock, 2007). Sin embargo, existen sistemas mas
complejos que incluyen otros componentes y se los conoce como fosfotransferencia o

sistemas de cuatro componentes (Fabret, Feher y Hoch, 1994).

La fosfotransferencia (phosphorelay, en inglés) consta de un fosfotransmisor y un
regulador intermedio, en adicion al sensor y el regulador de respuesta terminal. El regulador
intermedio presenta un dominio receptor con aspartato, al igual que el regulador terminal,
pero carece del dominio respuesta (Perraud, Weiss y Gross, 1999). Por otro lado, el
fosfotransmisor es un médulo contenedor de histidina que no posee ninguna actividad

enzimatica (Mitrophanov y Groisman, 2008). En consecuencia, una vez el sensor detecta la



sefial, el grupo fosfato es transferido secuencialmente en orden H-D-H-D hasta el regulador
de respuesta terminal. Finalmente, este regulador en su estado fosforilado genera una

respuesta fisiologica especifica (Fabret et al., 1994).

La actividad del regulador de respuesta depende de su estado de fosforilacion. Por lo
tanto, todas las proteinas que modifiquen este estado modularan la respuesta final (Babel y
Bischofs, 2016). Generalmente, estas proteinas moduladoras son fosfatasas que regulan la
transferencia de fosfato mediante reacciones de desfosforilacion (Hoch, 2000). Por otro lado,
estas proteinas funcionan como conectores puesto que representan el punto de interaccion
de diferentes rutas de sefializacion dependientes e independientes de densidad celular

(Mitrophanov y Groisman, 2008).

La percepcion de cuérum (quorum sensing, en inglés) es un sistema de comunicacion
microbiano dependendiente de la densidad celular que controla el comportamiento
poblacional (Willey et al., 2014). Este sistema censa el nimero de células para coordinar
estados fisioldgicos especificos que facilitan la adaptacion y superviviencia de la comunidad
microbiana (Madigan et al., 2015). Entre los estados fisiologicos coordinados se encuentran
el desarrollo de competitividad genética, la induccion de canibalismo, la sintesis de enzimas,
metabolitos y factores de virulencia, la formacion de biopeliculas y la esporulacién
(Gonzélez, Hobbs y Losick, 2003; Griffith y Grossman, 2008; Stefanic et al., 2012).

La percepcion de cuérum consiste en la secrecion de sefiales quimicas difusibles
hacia al espacio extracelular que actian como factores autoinductores (Waters y Bassler,
2005). Estos factores se acumulan en el espacio extracelular conforme aumenta la densidad
poblacional (Papenfort y Bassler, 2016). Al sobrepasar un umbral de concentracion definido,
las sefiales interactuan con su receptor generando una respuesta fisioldgica especifica
(Comella y Grossman, 2005). Esta respuesta es el resultado de la activacion de rutas de
sefializacion que corriente abajo producen un efecto en la expresion o silenciamiento de un

grupo particular de genes (Elsholz, Wacker y Losick, 2014; Ng y Bassler, 2009).

Los factores autoinductores en bacterias gram negativas corresponden a productos
metabolicos denominados N-acil homoserin lactonas (Papenfort y Bassler, 2016). Por otro
lado, en gram positivas los factores son oligopéptidos codificados por genes especificos que
atraviesan un procesamiento post-transduccional (Waters y Bassler, 2005). Posterior a este
procesamiento, el péptido es internalizado por una permeasa de pared celular para que pueda

interactuar con su receptor en el espacio intracelular (Miller y Bassler, 2001).



En B. subtilis, la esporulacion esta controlada por un sistema de fosfotransferencia
acoplado a un sistema de percepcion de cuérum. Por un lado, la fosfotransferencia empieza
con las histidinas quinasas KinA-E que actuan como sensores de condiciones ambientales.
De estas, KinA y KinB constituyen las principales quinasas de mayor actividad en la
esporulacion y responden ante sefiales de escasez de nutrientes (De Jong, Veening y Kuipers,
2010; Schultz, 2016). La deteccion de la sefial provoca la autofosforilacion de la quinasa que
cede el fosfato hacia el regulador intermedio SpoOF, este a su vez lo transfiere al
fosfotransmisor Spo0B, que finalmente lo entrega al regulador de respuesta SpoOA (Kiehler,
Haggett y Fujita, 2017). Este ultimo, SpoOA es un factor de transcripcion que en su forma
fosforilada regula la expresion de un grupo de genes necesarios para el inicio y la
continuacion del proceso de esporulacion (Figura 1) (Narula et al., 2016; Piggot y Hilbert,
2004; Russell, Cabeen, Wiggins, Paulsson y Losick, 2017).

Los reguladores SpoOF y SpoOA sirven como puntos de control para la coordinacién
del proceso de esporulacién. Especificamente, SpoOF constituye el punto de interaccion con
el sistema de percepcion de cuérum Rap-Phr (Babel y Bischofs, 2016). Este sistema
comprende varias fosfatasas (Rap, receptor aspartil fosfatasas) y péptidos reguladores de
fosfatasas (Phr) (Pottathil y Lazazzera, 2003). Las fosfatasas RapA, RapB, RapE y RapH
participan exclusivamente en la esporulacién, no obstante, RapA constituye el principal
participante de esta ruta. Estas fosfatasas modulan la actividad del regulador de respuesta
SpoOA mediante la unién y defosforilacion del regultador intermedio SpoOF (Figura 1)
(Babel y Bischofs, 2016; Diaz et al., 2012).

Los péptidos Phr se sintetizan como prepéptidos inmaduros y son exportados al
expacio extracelular mediante el sistema de secrecion Sec. Una vez alli, dos proteasas
extracelulares, Vpr y Epr, los procesan a pentapéptidos maduros (Bendori, Pollak, Hizi y
Eldar, 2015; Bischofs, Hug, Liu, Wolf y Arkin, 2009; Boguslawski, Hill y Griffith, 2015).
En esta forma, el complejo oligopéptido permeasa (Opp) es capaz de internalizar los péptidos
cuando sobrepasan una concentracion definida (Monnet, 2003; Perego, Higgins, Pearce,
Gallagher y Hoch, 1991). Especificamente en la esporulacion, PhrA y PhrE regulan la
actividad de las fosfatasas Rap. El principal interviniente, PhrA (ARNQT) se une a RapA
generando un cambio conformacional que resulta en la inactivacion de su actividad fosfatasa
(Figura 1) (Babel y Bischofs, 2016; Diaz et al., 2012).



A pesar del conocimiento del papel de PhrA en el inicio de la esporulacion, poco se
conoce sobre su cinética de internalizacion. En adicion, la union y afinidad de este péptido
por su receptor en RapA y como influye en su interaccion con SpoOF aln permanece incierta.
En consecuencia, resulta necesario la aplicacion de técnicas alternativas que permitan llenar
estos vacios de conocimiento. En este punto, la aplicacién de la técnica FRET resulta
atractiva para el estudio de interacciones entre proteinas en células vivas por su alta

sensibilidad, especificidad y reproducibilidad (Sekar y Periasamy, 2003).

La transferencia de energia de resonancia de Forster (FRET, por sus siglas en inglés)
es un fendmeno fisico que consiste en la transferencia no radioactiva de energia desde un
fluoroforo donador a un fluoréforo aceptor (Jares y Jovin, 2003). Esta transferencia requiere
que el espectro de emisién del donador coincida con el espectro de excitacion del aceptor.
En adicion, ambos fluoréforos deben estar ubicados a una distancia menor a 10 nm y con la
orientacion espacial correcta (Sekar y Periasamy, 2003; Van Munster, Kreemers, Adjobo y
Gadella, 2005). La transferencia de energia ocurre con cierta eficiencia, o eficiencia FRET,
que depende y es inversamente proporcional a la distancia de separacion de las moléculas
(Sun, Rombola, Jyothikumar y Periasamy, 2013). La sensibilidad a la distancia y orientacion
convierte a este fendmeno en una herramienta Gtil para estudiar interacciones
intermoleculares, especialmente, cambios conformacionales resultantes de interaccion entre

proteinas (Merkx, Golynskiy, Lindenburg y Vinkenborg, 2013; Piston y Kremers, 2007).

Para el estudio de proteinas se utilizaba el marcaje con fluor6foros, no obstante, la
evolucion de las técnicas de ingenieria genética facilitan la sintesis de proteinas funcionales
fusionadas con proteinas fluorescentes (Chan et al., 2001; Karpova et al., 2003; Rowland,
Brown, Medintz y Delehanty, 2015). Los beneficios del uso de proteinas fluorescentes (FP,
por sus siglas en inglés) comprenden: no se necesita de marcaje con compuestos exdgenos,
fijacion y permeabilizacion, y el marcaje se realiza en un radio equitativo que permite
cuantificar el fenébmeno en estudio (Kremers, Gilbert, Cranfill, Davidson y Piston, 2011).
Precisamente, en sistemas biologicos CFP (Cyan) y YFP (Yellow), como donador y aceptor,
respectivamente, constituyen las proteinas fluorescentes mas utilizadas por su
fotoestabilidad (Sun et al., 2013).

FRET-fotoblanqueo de aceptor constituye una variante atractiva de la técnica FRET
para la cuantificacion de fendomenos puesto que reduce la influencia de errores técnicos en

los resultados mediante una normalizacion de la eficiencia FRET (Karpova et al., 2003,



Piston y Kremers, 2007). La variante consiste en la degradacion selectiva y completa del
fluoréforo aceptor a través de la aplicacion de un laser de alto pulso. La emisién del
fluoréforo donador se incrementard como resultado de la ausencia de transferencia de
energia al aceptor (Sekar y Periasamy, 2003; Van Munster et al., 2005). En este método, la
eficiencia FRET corresponde a la diferencia en la emisién del donador antes y después del
fotoblanqueo (Karpova et al., 2003; Sekar y Periasamy, 2003).

La principal desventaja de la variante FRET-fotoblanqueo consiste en que la muestra
se puede utilizar en una Unica ocasién (Sun et al., 2013). No obstante, esta desventaja se
compensa mediante otras ventajas que corresponden a la simplicidad y rapidez de la técnica,
no es necesario registrar la fluorescencia del aceptor y es posible estudiar interacciones entre
proteinas en células vivas (Jares y Jovin, 2003; Sekar y Periasamy, 2003). Estas células se
denomina biosensores si contienen un sistema tipo FRET que permita detectar un
determinado compuesto mediante cambios en la interaccion entre proteinas (Ali, Najeeb,
Asim, Farhan y Raza, 2017).

El presente trabajo tiene como proposito esclarecer el papel y comportamiento de
PhrA mediante la utilizacion de biosensores tipo FRET. En adicion, determinar la influencia
de las quinasas en la interacciébn PhrA-RapA-SpoOF. Entender mejor el proceso de
esporulacion facilitard el desarrollo de nuevas técnicas de control de esporas en la industria
alimenticia. A si mismo, este conocimiento resultara util en la mejora de las técnicas de

esporulacién de bioproductos agricolas basados en microorganismos del género Bacillus.

3.1 OBJETIVOS
3.1.1  Objetivo general
Caracterizar la dinamica de sefalizacién de PhrA en Bacillus subtilis mediante la

utilizacion de biosensores tipo FRET

3.1.2  Objetivos especificos
e Evaluar lasensibilidad y especificidad del biosensor tipo FRET disefiado para este
estudio
e Demostrar la produccion y conservacion de PhrA en microorganismos del género
Bacillus
e Determinar la cinética y caracteristicas de la sefializacion de PhrA
¢ Identificar la influencia del estado de fosforilacion de SpoOF en su capacidad de

interactuar con RapA.



4 MATERIALES Y METODOS
4.1 Cepas

Todas las cepas de Bacillus subtilis utilizadas en este estudio formaron parte del
banco de cepas del laboratorio p|CATs (Complex Adaptative Traits) que pertence al Instituto
Max Planck para Microbiologia Terrestre ubicado en la ciudad de Heidelberg, Alemania. En

la Tabla 7 se detallan cada una de las cepas.
4.2 Medios de cultivo

Se utilizaron caldo y agar LB para el crecimiento y mantenimiento de la cepas de
acuerdo a la composicion estandar (Cutting y Vander, 1990). Ambos medios de cultivo se
suplementaron con espectinomicina (SPE, 100 pg/mL), ampicilina (AMP, 100 pg/mL), y/o
eritromicina (ERY, 3 pg/mL) en caso de ser necesario. EI medio de crecimiento (GM) y de
esporulacién o resuspension (SM) se prepararon para los ensayos de esporulacion
(Nicholson y Setlow, 1990). El medio minimo S7:o se utilizé para los experimentos FRET
(Vasantha y Freese, 1980). Para la transformacion en B. subtilis se prepararon los medios
SpC vy Spll (Cutting y Vander, 1990). La composicion exacta y la procedencia de cada
componente se detallan en el Anexo 1y el Anexo 2.

4.3 Experimento FRET estandar

El biosensor (BIB-625) se deriva de B. subtilis W168 y corresponde al genotipo:
ArapAphrA  AspoOF amyE::[specR Phyper-spank SPOOF-yfp cfp-rapA]. Es decir, posee
deleciones limpias de los genes que codifican para RapA, PhrA 'y SpoOF. Ademas, mediante
el plasmido PDR111 se integré en el loci amyE los genes que codifican para las proteinas de
fusion SpoOF-YFP y CFP-RapA. Estos genes estaban controlados por el promotor hyper-
spank inducible con IPTG (Figura 2). La cepa present0 resistencia al antimicrobiano

espectinomicina como marcador de seleccion (Trauth y Bischofs, 2014).

A partir del cultivo madre del biosensor, se prepar6 cada semana una caja de agar LB
suplementado con SPE. Se sembré una colonia individual en un tubo con 5 mL de caldo LB
suplementado con SPE, y se incub6 a 37 °C y 180 rpm por 6 horas. Posteriormente, se
inoculd 5 mL de medio S7550 con un volumen apropiado del cultivo previo para alcanzar una
DOs600o nm ~ 0.003, y se incub6 a 30 °C y 180 rpm por 14-16 horas. Mas tarde, para la
induccion del sistema FRET, se inocul6 un matraz con 10 mL de medio S750 suplementado

con IPTG (100 puM) con un volumen apropiado del cultivo anterior para alcanzar una DOsgo
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nm ~ 0.04. El matraz se incub6 a 37 °C y 180 rpm hasta una DOsoo nm ~ 1.60. En este punto,

se utilizo el cultivo para la estimulacion (Figura 3).

En tubos eppendorf de 2 mL, se colocaron 5 pL de una concentracion adecuada de
estimulo, PhrA o PhrA mutado (Peptides y Elephants, Alemania). Posteriormente, se
afiadieron 495 pL del cultivo y se incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Siempre se prepar6 un tubo sin estimulo que se incubd por el mismo tiempo como control
negativo del experimento. La concentracion inicial del estimulo se diluy6 1:100 al momento
de afiadir el cultivo. Los tubos se centrifugaron a 17.000 G (17 kG) por 1 minuto y se descartd
el sobrenadante. Para lavar las células, estas se resuspendieron en 500 puL de PBS, se
centrifugaron en las mismas condiciones y se descartd el sobrenadante. Por ultimo, las
células se resuspendieron en 7 uL de PBS y con este volumen se inocul6 la mitad de un disco
de agarosa al 1%. Esto permitié formar una monocapa densa de células para medir la

fluorescencia a nivel de poblacion (Figura 3).

Se utilizé el microscopio invertido de fluorescencia Olympus 1X81 equipado con un
lente objetivo de aire 60x UPLFLN de apertura numérica de 0.9 y dos tubos
fotomultiplicadores Photon Counting Head H7421-40 (Hamamatsu, Japon), uno para captar
la fluorescencia de CFP y otro para YFP. Ademas, el microscopio contd con un laser diodo
Cobolt 06-01 Series de 100mW (Cobolt, Suecia) de emision a 515 nm acoplado mediante
un filtro notch Laser Beamsplitter F73-014 z514 DCRB (AHF, Alemania). Se utilizé un
sistema de iluminacion MT20 (Olympus, Japon) para excitar los marcadores fluorescentes.
Las microfotografias se tomaron con una camara EM-CCD C9100-02 (Hamamatsu, Japon)
(Figura 4).

El microscopio y la camara se controlaron mediante el programa XCellence rt2.0.1
(Olympus, Japdn) que permitié configurar un protocolo especifico para todos los
experimentos y escoger los puntos de cada muestra para aplicar dicho protocolo (Anexo 3).
La intensidad y otras opciones del laser se manejaron con el programa Cobolt Monitor
rt2.0.1.3 (Cobolt, Suecia). Ambos programas estuvieron instalados en una misma
computadora.  Los tubos fotomultiplicadores (PMTs) grabaron las emisiones de
fluorescencia de CFP y YFP en otra computadora mediante un programa especial disefiado
para experimentos FRET en la plataforma informatica LabVIEW™ 8.5 (National
Instruments, Estados Unidos). Este programa genero un archivo sin extension que contuvo

tres columnas de informacidn: tiempo, emision absoluta de YFP y emision absoluta de CFP.
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Se eligieron y enfocaron dos puntos de cada muestra para proveer mayor robustez a
los resultados finales, y obtener el promedio y desviacion estandar de cada replica biolégica.
Con la finalidad de atenuar la degradacion de CFP, el filtro de densidad neutro interno se
configurd a 7.72 % vy el filtro de densidad neutro externo igual a 2. Para mantener la
estabilidad de la muestra, previo a la excitacion de YFP y CFP se redujo la intensidad de
iluminacion para cada proteina fluorescente a 1.601 % y 3.951 %, respectivamente.

En cada punto, el microscopio auto-enfocé la muestra y tomé una microfotografia de
campo claro. Mas adelante, se ilumino para YFP (ex: 504/12 nm, em: 542/27 nm) durante 6
segundos para confirmar la presencia de la proteina fluorescente. Posteriormente, se ilumino
para CFP (ex:427/10 nm, em: 475/23 nm) por 60 segundos. Se desenfocé la muestra (-16
um) para aumentar la superficie de fotoblanqueo, y se procedi6 al fotoblanqueo con el laser
a 515 nm al 100 % de potencia durante 20 segundos. La muestra, se reenfoco (+16 pum) y se
ilumind nuevamente para CFP por 60 segundos. Se ilumind otra vez para YFP y se tomo una
microfotografia de YFP (3 segundos de exposicion) con 100 % de iluminacién para

monitorear la eficiencia y homogeneidad del fotoblanqueo (Anexo 3) (Figura 5A, 5B).

El archivo derivado del experimento se analizé6 mediante un guion (script, en inglés)
disefado especificamente para este tipo de resultados con la herramienta informatica Matlab
R2017b (MathWorks Inc, Estados Unidos) (Anexo 4). El guion basicamente permitio
separar la medicion de cada punto y realizar un ajuste linear de la fluorescencia de CFP para
interpolar los valores al punto de finalizacion del fotoblanqueo. La eficiencia FRET se
calculé de acuerdo con la formula FRET= (CFPpost - CFPpre) / CFPpost, donde CFPpost Y CFPpre
es la intensidad de fluorescencia de CFP después y antes del fotoblanqueo, respectivamente
(Figura 5C) (Chan et al., 2001).

4.4 Ensayo de esporulacion

Se prepararon por separado cultivos de B. subtilis WT168, B. subtilis AphrA y B.
amyloliquefaciens en tubos con 5 mL de caldo LB sin antibiéticos. Se incubaron a 37 °C y
180 rpm durante 16 horas. Més tarde, se inocularon 20 mL de medio de crecimiento (GM)
con un volumen apropiado de cada cultivo previo para alcanzar una DOsgo nm de ~ 0.04.
Todos los cultivos se incubaron a 37 °C y 220 rpm, y se monitorearon hasta alcanzar una
DOeoo nm de ~ 0.6. Posteriormente, se centrifugaron a 3750 rpm y 25 °C por 10 minutos. Las
células se resuspendieron en 20 mL de medio de esporulacién (SM) y se incubaron a 37 °C
y 220 rpm durante 24 horas (Figura 6) (Nicholson y Setlow, 1990).
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Se tom6 5 pL de cada cultivo y se inocul6 en discos de agarosa (Invitrogen,
Alemania) al 1 % en PBS. Se tomaron microfotografias de las esporas con un microscopio
invertido de campo claro Olympus IX71 (Olympus, Japén) equipado con un lente de
inmersion de 100 X UPlanSApo de apertura numérica de 1.4 (Olympus, Japon). Las
iméagenes se procesaron en el programa ImageJ R1.51 (National Institutes of Health, Estados
Unidos).

4.5 Extraccion y andlisis de sobrenadantes

Se busco detectar el péptido PhrA en sobrenadantes de cultivos esporulantes de las
cepas B. subtilis WT168, B. subtilis AphrA y B. amyloliquefaciens. Por ello se sigui6 el
mismo procedimiento descrito en la Seccion 4.4 con ligeras modificaciones. Se utilizé un
volumen de 100 mL del medio GM y SM, en lugar de 20 mL. Posterior a la resuspension en
medio SM se incubd el cultivo a 37 °C y 220 rpm. Se tomaron muestras de 4 mL al tiempo
0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 180, 210 y 240 minutos, y se midid la densidad Optica en
cada punto para monitorear el crecimiento del cultivo. Cada muestra se centrifugé a 3750
rpm y 25 °C por 8 minutos, se extrajo el sobrenadante y se filtrd6 con una membrana de 0.2
pum de poliestersulfona (PES) (VWR, Alemania). Los sobrenadantes se guardaron a -20 °C

hasta su analisis (Figura 6).

Se prepard un cultivo con el biosensor como se describio anteriormente. Cuando se
alcanzo la DOgoonm de ~ 1.6, el cultivo se centrifugd a 3750 rpm y 25 °C por 8 minutos. Las
celulas se resuspendieron en 1 mL del mismo sobrenadante. Se estimulé 50 pL de esta
suspension con 1950 pL del sobrenadante extraido y se incubd a temperatura ambiente por
20 minutos. Posteriormente, se siguié el mismo procedimiento de lavado, inoculacion y

analisis por microscopia ya especificado en la Seccion 4.3 (Figura 7).
4.6 Diseflo de modelo de sefializacion de PhrA

Para el planteamiento del modelo se asumio que las células son idénticas y estan
homogéneamente distribuidas en el medio. Esto permitié centrarnos en una célula individual
que presenta un volumen propio (Vi) y se encuentra rodeado por el volumen del medio (Ve).
A un tiempo determinado (t), existira una concentracion definida de péptidos en el espacio
extracelular (Ce) que seran internalizados de manera unidireccional hacia el citoplasma por
el complejo Opp. En el interior celular habra una cantidad de péptidos especifica (C;) a dicho
tiempo (t). En consecuencia, las concentracion intracelular y extracelular de péptidos

cambiaran en proporcion inversa al volumen (Figura 8).
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Se model6 que la internalizacion de los péptidos ocurre con una cinética de
Michaelis-Menten. Por ello, todos los péptidos presentes en el espacio extracelular (Cey)
seran internalizados con una velocidad maxima (vmax) dependiendo del nimero total de
células (N¢). En adicion, el complejo Opp presentara una afinidad especifica por los péptidos
(Km). Una vez en el interior celular, los péptidos (Cis) seran degradados a cierta velocidad

(A). En consecuencia, se plantearon las siguientes ecuaciones diferenciales:

dc,, v o 1

= — ES ¥ —— k —

dt max = Re ¥ ¥ Cor Vo
dcyy Coe 1

= * ———— % — — ) x C;
dt " Ky +Cer V; vt

La concentracion total de péptidos consiste en PhrA y otros peptidos competidores.
Por lo tanto, las ecuaciones diferenciales para PhrA fueron:

dCe,a - —v « N Ce,a x i
dt maxX T Ky + Cop Vs
dCi,a _ Ce,a " i —A%xC
i,a

= * —
dt ™ Ky +Cop Vi

Se asumid que la respuesta FRET depende de la concentracion intracelular de PhrA
por lo que esta cambia de acuerdo con la variacion de la cantidad de PhrA en funcion del
tiempo. La respuesta FRET se model6 mediante una curva hiperbdélica de dosis-respuesta.
Por consiguiente, se describi6 la dinamica de sefial FRET de la siguiente manera:

Ci,a (t)

FRET(t) = FRET, — AFRET —————
0 ECso+ Cia(t)

En esta ecuacion FRETo y AFRET corresponde a la eficiencia FRET de las células
sin estimulo y bajo estimulo saturante, respectivamente. La dosis minima efectiva (ECso)
corresponde a la concentracion intracelular de PhrA que produce la mitad de la respuesta

maxima. Este valor fue equivalente a la afinidad del receptor de PhrA en RapA (Figura 8).
4.7 Determinacion de parametros del modelo

Para determinar la dosis minima efectiva (ECso) se realizd un experimento dosis-
respuesta donde se utilizaron concentraciones crecientes de PhrA, a saber, 1 nM, 5 nM, 10
nM, 50 nM, 100 nM, 500 nM, 1 uM, 5 uM, 10 pM, 50 pM, 100 uM, 500 uM, 1 mM y 10

mM. Se siguié la misma metodologia de estimulacion, lavado e inoculacion descrita
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previamente en la Seccion 4.3. Las células sin estimulo constituyeron el control negativo del

experimento.

Para definir la velocidad mé&xima y afinidad del complejo Opp se realiz6 una cinética
intracelular y una cinética extracelular. En el caso de la primera, las células se estimularon
con 5 pL de PhrA 1 uM con diferentes tiempos de incubacion: 20, 10, 5, 2, 1, y 0 minutos.
Se siguid la misma metodologia de lavado e inoculacion descrita previamente en la Seccion
4.3. Las células sin estimulo y con estimulo de PhrA 1 mM correspondieron al control

negativo y positivo del experimento, respectivamente (Figura 9).

En el caso de la segunda, se prepararon dos cultivos en paralelo del biosensor. El
primer cultivo con DOgoo nm de ~ 1.6 se centrifug6 a 3.750 rpm y 25 °C por 8 minutos, y se
resuspendié en 1 mL del mismo sobrenadante. De esta manera, se concentraron las células
10 veces (10X). Posteriormente, el segundo cultivo se estimulé de manera similar a la
descrita en la cinética intracelular. Cada tubo se centrifug6 a 17.000 g por 1 minuto y se
extrajo 450 uL de sobrenadante. Con este sobrenadante se estimularon 50 pL de las células
concentradas 10X durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se utilizd la misma
metodologia de lavado e inoculacién descrita previamente en la Seccion 4.3. Las células
concentradas estimuladas con el sobrenadante de las células sin estimulo, con PhrA 1 uM 'y
con PhrA 1 mM constituyeron el control negativo, positivo 1 y positivo 2 del experimento,

respectivamente (Figura 9).

Para determinar la competicién a nivel de internalizacién de péptidos se realizaron
dos experimentos. En el primero, 490 pL del cultivo a DOgoonm ~ 1,6 se estimul6 con 5 pL
de PhrA 1 mM en conjunto con 5 pL de concentraciones crecientes de PhrA mutado: 1 uM,
10 uM, 100 uM, 1 mM, 2 mM, y 10 mM. En el segundo, 490 pL del cultivo a DOsoo nm ~
1,6 se estimuld con 5 pL de PhrA 1 uM en conjunto con 5 pL de concentraciones crecientes
de PhrA mutado: 1 puM, 5 uM, 10 uM, 50 pM, 100 pM, 500 pM, 1 mM, 2 mM, y 10 mM.
Las células se estimularon por 5 minutos y se siguio la misma metodologia de lavado e
inoculacion descrita previamente en la Seccion 4.3. Las células sin estimulo, con estimulo
de PhrA mutado 2 mM, y la concentracion de PhrA utilizada en cada experimento,

correspondieron al control negativo, positivo 1 y positivo 2, respectivamente.

Para definir la competicion a nivel de receptor de RapA se realiz6 un experimento de
estimulacién secuencial. Se prepararon los cultivos y se estimularon las células con la

metodologia estdndar descrita en la Seccién 4.3. Posterior al lavado, las células se
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resuspendieron en 495 pL de medio S7,50 y Se estimularon con 5 pL de un péptido diferente
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se lavaron las células nuevamente, y se

inocularon en los discos de agarosa de la manera descrita en la Seccion 4.3.

El volumen intracelular (Vi) se determin6 mediante microfotografias tomadas con el
lente de 100 X del microscopio invertido Olympus IX71 (Olympus, Japon) mencionado en
la Seccidn 4.4. El largo y didmetro de las células se extrajo de las microfotografias y el
volumen se calculé tomando como base que la célula es cilindrica con hemisferios en ambos

polos mediante la siguiente ecuacion:

- (3400

El nimero de células que corresponden a una DOeoo nm ~ 1,6 se determind con una

3

camara Neubauer tipo C-Chip (Merck, Alemania). Se observé que las células mantienen un
estado de respuesta por mas de 20 minutos. Por ello, se asumid que no existe degradacion

de péptidos en el interior celular.

Con los resultados obtenidos de los experimentos descritos se realiz6 un ajuste
usando Matlab R2017b (Anexo 5). Los promedios de cada valor experimental (n=53) se
ajustaron al modelo mediante la funcién fsolve y el algoritmo de “Levenberg-Marquardt”
para regresion no linear. Este ajuste también permitio determinar los parametros del modelo
en base a los resultados experimentales. A su vez, el intervalo de confianza de los pardmetros
se baso en la suma de los cuadrados residuales (SSR, por sus siglas en inglés). La region de
confianza para los parametros estimados (@) se definié por un conjunto de puntos SSR(0)

que son menor o igual a una constate dada por la distribucion de Fisher:

SSR(6) — SSR(8) P
SSR(8) Sn—p'onr
14

En dicha ecuacion p corresponde al nimeto de pardmetros, n al nimero de datos y
F* al valor de la distribucion de Fisher para el valor a de nivel de confianza. El intervalo de
confianza se calculé6 mediante la funcién fmincon de Matlab R2017b que minimiz6 o
maximiz6 cada cada pardmetro. La funcion tomd la desigualdad expresada como una

restriccion no lineal y la optimizacion de punto interior como algoritmo.

Para calcular el intervalo de confianza de las curvas ajustadas se realiz6 un proceso

de Bootstrapping. Los datos experimentales generados para el modelo se muestrearon
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aleatoriamente para generar 10,000 grupos de datos. Para cada grupo se realizé el
procedimiento de ajuste como ya se describié anteriormente. Con cada grupo de parametros
resultantes se usaron para calcular nuevas curvas de ajuste. Se utilizaron los cuantiles 0.025

y 0.975 de las curvas como intervalo de confianza del 95 %.
4.8 Extraccion de ADN

Se utilizd el kit QlAprep® Spin Miniprep (Qiagen, Alemania) para extraer los
plasmidos y se siguid las instrucciones del fabricante con algunas modificaciones. Todos los
pasos de centrifugacion se realizaron a 17.000 G. Para la elucion del ADN, se incubd la
columna con la solucién PE por dos minutos en lugar de uno. El plasmido se guard6 a 4 °C

hasta su utilizacion.

Se utilizo el kit NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel, Alemania) para extraer el
ADN genomico siguiendo las instrucciones del fabricante con algunas modificaciones. Se
utilizé una solucién de lisis (20 mM Tris/HCI, 2 mM EDTA, 1% Triton X-100 a pH 8)
suplementada con lisozima (20 mg/mL) en lugar de la solucion T1. Posterior a la
centrifugacion las células se resuspendieron en 180 pL de esta solucion de lisis y se incubd
a 37 °C por 60 minutos. Posteriormente, se afiadio 20 pL de proteinasa K (Macherey-Nagel,
Alemania), en lugar de 25 pL, se mezcl6 con el vortex, y se incub6 a 56 °C por 30 minutos.
Para la elucion del ADN, se incubd la columna con la solucién PE por dos minutos en lugar

de uno. EI ADN gendmico se guardd a 4 °C hasta su utilizacion.

Todo el material genético extraido se cuantificO en ng/pL mediante el equipo
NanoDrop 1000c (ThermoFisher Scientific, Alemania) a una longitud de onda de 260 nm.
En adicion, la calidad del ADN se estimo con las relaciones 260/280 y 260/230 que sugieren
contaminacion con proteinas y compuestos organicos, respectivamente, mediante el mismo

equipo.

4.9 Construccion de plasmidos
4.9.1 Disefo de cebadores

Los cebadores se disefiaron y evaluaron in silico con el programa informatico Serial
Cloner R2.6.1 (SerialBasics, Francia) a partir de a las secuencias genéticas disponibles en la
base de datos del GenBank (NCBI, Estados Unidos) y SubtiWiki (Michna, Zhu, Méder y
Stulke, 2016). Los cebadores utilizados en clonacion consistieron basicamente en una

secuencia de 5 nucleotidos, seguido del sitio de restriccion y la secuencia homdloga a la
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region de interés. Los nucle6tidos afiadidos al inicio mejoraron la eficiencia de la digestion
enzimatica (Feeney, Murphy y Lopilato, 2014). En la Tabla 4 y se encuentran todos los

cebadores utilizados en este estudio. Los plasmidos se describen en la Tabla 6.

El plasmido integrativo pAX01 se construyd para obtener un sistema de expresion
genetico adicional en B. subtilis controlado por un promotor inducible con xilosa. El
plasmido integra el sistema de expresion en el gen lacA que codifica para una 3-galactosidasa
de expresion débil. pAXO01 presenta dos casetes de resistencia a antimicrobianos, uno para
ampicilina y otro para eritromicina, que sirven como marcadores de seleccion para clonacién
en E. coli e integracion en B. subtilis, respectivamente (Figura 10A) (Hartl, Wehrl, Wiegert,
Homuth y Schumann, 2001).

El plasmido pAXO01 carece de sitio de union del ribosoma (RBS, por sus siglas en
inglés) por lo que se adiciond la secuencia de Shine-Dalgarno (5’-AAGAAG-3’) para
posibilitar la traduccion del gen de interés (Hartl et al., 2001; Watson et al., 2014). El
cebador forward contuvo la secuencia 5’-TAACA-3’, el sitio de restriccion para Spel (5°-
AJCTAGT-3’) y una secuencia homologa de 18 a 20 nucledtidos, los 3 primeros
corresponden al codon de inicio nativo. El cebador reverse consistio en la secuencia 5°-
TGATA-3’, el sitio de restriccion para BamHI (5°-G| GATCC-3") y una secuencia homologa
de 20 a 22 nucledtidos situada ~ 20 nucle6tidos después del coddn de terminacion.

El plasmido integrativo pDR111 tiene como objetivo implementar un sistema de
expresion genético controlado por un promotor inducible con lactosa o IPTG. El plasmido
integra el sistema genético en el gen amyE que codifica para un a-amilasa en B. subtilis.
pDR111 presenta dos casetes de resistencia a antimicrobianos, uno para ampicilina y otro
para espectinomicina, que sirven como marcadores de seleccién para clonacion en E. coli e

integracion en B. subtilis, respectivamente (Figura 10B) (Ben, Rudner y Losick, 2003).

Se dispuso del plasmido derivado de pDR111 que contenia el sistema FRET (EIB-
284). Por ello, se disefiaron cebadores especificos para generar una mutacion contrasentido
(c.160G>A) que produjeron el cambio de aminoacido D54N. Ambos cebadores consistieron
en una region homologa de 30-40 nucledtidos que contuvieron la mutacion de interés. Estos

cebadores contuvieron una region de hibridacion entre ellos de menos de 10 nucléotidos.

El plasmido pMAD se disefi6 especificamente para borrar una parte del genoma, o
intercambiarla por un marcador especifico. El plasmido presenta el gen bgaB de Bacillus

stearothermophilus que codifica para una p-galactosidasa termoestable. Su expresion esta
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controlada por el promotor PclpB de la chaperona constitutiva bacteriana ClpB. La enzima
B-galactosidasa permitird seleccionar los mutantes en base a la metabolizacion de X-Gal.
PMAD presenta dos casetes de resistencia a antimicrobianos, uno para ampicilina y otro para
macrolidos, lincosamidas y estreptogramina B (MLS), que sirven como marcadores de
seleccion para clonacion en E. coli e integracion en B. subtilis, respectivamente. El plasmido
contiene también un origen de replicacion termosensible que mediante choques de alta
temperatura (30 a 42 °C) facilita la integracion y escision del plasmido (Figura 11A)
(Arnaud, Chastanet y Débarbouillé, 2004).

La delecion del gen de interés consiste en la integracion del plasmido por
recombinacion de sitio especifico mediante un primer choque de temperatura. Este choque
inhabilita la capacidad replicativa del plasmido por lo que este debe integrarse en el genoma.
En este punto, las colonias transformadas presentaran resistencia a MLS y actividad B-
galactosidasa. Més tarde, un segundo choque de temperatura provocara la escision del
plasmido mediante un segundo evento de recombinacién (Figura 11B). Este plasmido
contendrd la parte del genoma que se desea eliminar. Las colonias transformadas no

presentan resistencia a antimicrobianos ni actividad p-galactosidasa (Arnaud et al., 2004).

Para la eliminacion del gen de interés se disefiaron cebadores que amplifiquen la
region corriente arriba y la region corriente abajo de dicho gen. Ambas regiones se unieron
por una secuencia no reguladora (Figura 11B) (Arnaud et al., 2004). Para la region corriente
arriba del gen de interés, el cebador forward consistié en la secuencia 5’- TACGC-3’, el sitio
de restriccion para Sall (5’-G| TCGAC -3”) y una secuencia homologa de 20-22 nucle6tidos.
El cebador reverse de la region corriente arriba contuvo una secuencia de 20 nucle6tidos
nueva sin la presencia de elementos reguladores y una secuencia homologa de 20-23
nucleotidos. Para la region corriente abajo, el cebador forward contuvo la misma secuencia
de 20 nucleétidos del anterior cebador que permitird fusionar ambos fragmentos y una
secuencia homologa de 21 nucleétidos. El cebador reverse de la region corriente abajo
consistid en la secuencia 5’- TAAGC-3’, el sitio de restriccion para Bglll (5’-A|GATCT-

3”) y una secuencia homologa de 22 nucleétidos.

Los cebadores de verificacion, cribado y secuenciacidn consistieron en una secuencia
homdloga de 20-25 nucleédtidos ubicada a 80-100 nucledtidos separada de la secuencia de
interés (Bergkessel y Guthrie, 2013; Feeney et al., 2014).
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4.9.2 Generacion de fragmentos por PCR

La temperatura de hibridacion dependi6 del par de cebadores que se utilizaron y se
calculé mediante la herramienta en linea Tm Calculator (ThermoFisher Scientific,
Alemania). En la Tabla 5 se detallan las condiciones de PCR para cada par de cebadores. El
templado utilizado en la generacion de fragmentos fue el ADN genomico de B. subtilis
W168, a excepcion de la mutagénesis de sitio dirigida en que se utilizé el plasmido pDR111
con el sistema FRET (EIB-284).

Cada reaccion de PCR convencional se realizé en un volumen final de 20 pL que
contuvo 1 X de Phire Reaction Buffer (ThermoFisher Scientific, Alemania), 200 uM de
dNTPs (ThermoFisher Scientific, Alemania), 0.5 uM del cebador Forward, 0.5 puM del
cebador Reverse, 100 ng de muestra de ADN y 0.4 uL de Phire Hot Start Il DNA Polymerase
(ThermoFisher Scientific, Alemania). Las condiciones de amplificacion fueron 3 minutos de
denaturacion inicial a 98 °C, seguido de 30 ciclos de denaturacion por 5 segundos a 98 °C,
hibridacién por 10 segundos a determinada temperatura, y extensién a 72 °C por un tiempo
especifico, y extension final por 3 minutos a 72°C. El tiempo de extension dependid del
tamano del fragmento a amplificar siguiendo la regla 15 s/kb. Para la amplificacion de loci
completos se afiadid dimetilsulfoxido (DMSO, ThermoFisher Scientific, Alemania) al

volumen de reaccion con una concentracion final de 2.5 % y se utilizaron 35 ciclos de PCR.

Cada reaccién de PCR de fusion se realizé en un volumen final de 20 pL que contuvo
1 X de Phusion HF Buffer (ThermoFisher Scientific, Alemania), 200 uM de dNTPs
(ThermoFisher Scientific, Alemania), 0.5 uM del cebador Forward, 0.5 puM del cebador
Reverse, 100 ng del fragmento 1 de ADN, 100 ng del fragmento 2, y 0.02 U/pL de Phusion
Hot Start 1l DNA Polymerase (ThermoFisher Scientific, Alemania). La PCR de fusién
consistié primero en una etapa de pre-amplificacion de 10 ciclos con la mezcla de reaccion
sin los cebadores con la finalidad de enlazar ambos fragmentos. Mas adelante, se afiadieron
los cebadores y se amplifico el fragmento completo por 30 ciclos méas. Las condiciones de
amplificacion fueron 3 minutos de denaturacion inicial a 98 °C, seguido de ciclos de
denaturacion por 10 segundos a 98 °C, hibridacién por 30 segundos a determinada
temperatura, y extensién a 72 °C por un tiempo especifico, y extension final por 3 minutos
a 72°C. El tiempo de extension dependié del tamafio del fragmento a amplificar siguiendo
la regla 30 s/kb.
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Cada reaccion de PCR para mutagénesis de sitio dirigida se realizé en un volumen
final de 50 pL que contuvo 1X de Q5 Reaction Buffer (New England BioLabs, Alemania),
0.5 uM del cebador Forward y 0.5 uM del cebador Reverse, 200 UM de dNTPs
(ThermoFisher Scientific, Alemania), 1X de Q5 High GC Enhancer (New England BioLabs,
Alemania), y 0.02 U/uL de Q5® Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase (New England
BioLabs, Alemania). Se utilizaron diferentes cantidades de ADN plasmidico que variaron
desde 12.5 ng hasta 200 ng. En total se llevaron a cabo 10 reacciones. Las condiciones de
amplificacion fueron 3 minutos de denaturacion inicial a 98 °C, seguido de 20 ciclos de
denaturacion por 30 segundos a 98 °C, hibridacion por 60 segundos a 55 °C, y extensién a
68 °C por 20 minutos, y extension final por 20 minutos a 68°C. Se utiliz6 esta temperatura

de hibridacién por la alta especificidad de los cebadores disefiados.

Para la verificacion de los fragmentos amplificados se prepararon geles de agarosa al
1% en tampdn TAE 1X con SYBR Safe (ThermoFisher Scientific, Alemania). Cada muestra
se mezcl6 con DNA Gel Loading Dye 6X (ThermoFisher Scientific, Alemania) en proporcion
5:1. Se utiliz6 el marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder

(ThermoFisher Scientific, Alemania) y el gel se corrié a 90 V durante 40-45 minutos.

Los productos de PCR corridos en el gel se extrajeron con el kit Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega, Estados Unidos) siguiendo las instrucciones del

fabricante. EI ADN purificado se almacend a 4 °C hasta su utilizacion.
49.3 Digestiony ligacion

La digestion se realizo con las enzimas de restriccion BamHI, Spel, Sall y Bglll (New
England BioLabs, Alemania) dependiendo del fragmento de ADN y el plasmido. Se utilizé
un volumen de reaccion de 50 pL que contuvo 1X de CutSmart® Buffer (New England
BioLabs, Alemania), 1 pg de ADN y 10 U de la enzima de restriccion (equivalente a 1 pL).
La mezcla de reaccion se incubd a 37 °C por dos horas. Los productos de digestion se
purificaron con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Estados

Unidos) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se utilizé la herramienta en linea Ligation Calculator (Universidad de Dusseldorf,
Alemania) para calcular la cantidad de inserto de ADN requerido para 80-100 ng de plasmido
digerido en una proporcién 3:1. La ligacidn se realiz6 con un volumen de reaccion de 20 puL
que contuvo 1X de T4 DNA Ligase Buffer (New England BioLabs, Alemania), 80-100 ng de
plasmido, la masa de inserto de ADN calculada y 1 pL de T4 DNA Ligase (New England
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BioLabs, Alemania). Se incubd la mezcla a temperatura ambiente por 20 minutos y se utiliz6

directamente para la transformacion en E. coli.

En el caso del plasmido con mutacion dirigida, se afiadid 1 pL de Dpnl a la mezcla
de reaccion de PCR y se incub6 a 37 °C por cinco horas. Esta mezcla se utilizé directamente

para la transformacién en E. coli.
49.4  Clonacion

Cada plasmido resultante de la metodologia descrita en la seccién previa se introdujo
en células quimicamente competentes de Escherichia coli DH50™ (Invitrogen, Estados
Unidos). Las células se descongelaron en hielo previo a su utilizacién. Se colocaron 15 pL
de la mezcla de reaccién en un tubo eppendorf de 1.5 mL y se afiadieron 50 pL de las células
competentes. Como control negativo, se utilizé el mismo volumen de células sin la mezcla
de reaccion. Los tubos se incubaron en hielo durante 30 minutos. Posteriormente, se realizd
un choque de temperatura por 90 segundos a 42 °C y los tubos se colocaron nuevamente en
hielo durante 60 segundos. Mas tarde, se afiadié 450 pL de caldo LB sin antibidticos a cada
tubo, y se incubaron a 37 °C y 180 rpm por 60 minutos. Por ultimo, 100 pL de las células
transformadas se sembraron por superficie en cajas de agar LB suplementado con AMP y se
incubaron a 37 °C por 24 horas.

Se utilizé la PCR de colonias para el cribado de clones transformados. Cada reaccion
de PCR se realizd en un volumen final de 12.5 pL que contuvo 1 X PCR Méster Mix
(ThermoFisher Scientific, Alemania), 0.5 uM del cebador Forward y 0.5 UM del cebador
Reverse. Se picd una colonia con una punta de pipeta de 200 pL estéril y se inocul6 en una
mezcla de reaccion (Bergkessel y Guthrie, 2013). Las condiciones de amplificacion por PCR
fueron 5 minutos de denaturacion inicial a 95 °C, seguido de 30 ciclos de denaturacion por
30 segundos a 95 °C, hibridacion por 30 segundos a determinada temperatura, y extension a
72 °C por un tiempo especifico, y extension final por 8 minutos a 72°C. El tiempo de
extension dependid del tamafio del fragmento a amplificar siguiendo la regla 1 min/kb
(Tabla 5).

Las colonias positivas se inocularon en tubos con 5 mL de caldo LB suplementado
con AMP y se incubaron a 37 °C y 180 rpm por 16 horas. Este cultivo se utilizé para guardar
en crioviales a-80 °C y extraer el plasmido como ya se especificd anteriormente. El plasmido
se envid a secuenciar a GATC Biotech (Heidelberg, Alemania) para confirmar la presencia
de la secuencia deseada.
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4.10 Generacién de cepas de Bacillus subtilis

Ninguna de las cepas utilizadas en este estudio tenia algun defecto en el sistema de
competitividad de B. subtilis. En consecuencia, se siguié una metodologia de transformacion
de dos pasos para la induccion de competencia genética. La cepa de interés se sembré en un
tubo con 5 mL de caldo LB suplementado con los antibiéticos adecuados dependiendo de
los marcadores de seleccion. Se inocul6 un matraz con 20 mL de medio SpC con un volumen
determinado del cultivo previo para alcanzar una DOggo nm de ~ 0.4. El matraz se incubd a
37 °C y 180 rpm. Se tomaron medidas de densidad 6ptica cada 30 minutos para monitorear

el crecimiento microbiano (Cutting y Azevedo, 1995; Cutting y Vander, 1990).

Cuando el cultivo comenzo la fase estacionaria se detuvo la incubacion. Se inoculd
un matraz con 20 mL de medio Spll con 2 mL del cultivo en fase estacionaria. EI matraz se
incubd en las mismas condiciones descritas por 90 minutos. Posteriormente, el cultivo se
centrifug6 a 3.750 rpm y 25 °C por 8 minutos. Se resuspendieron las células con 1.8 mL del
sobrenadante y 0.2 mL de glicerol al 60 %. Se distribuyeron 500 pL de las células
competentes en tubos eppendorf de 1.5 mL y se almacenaron a -80 °C hasta su utilizacion
(Cutting y Azevedo, 1995; Cutting y Vander, 1990).

Se colocd 1-1.5 pug de plasmido en un tubo eppendorf de 1.5 mL. Los plasmidos
pAX01 y pDR111 se linearizaron con Pvul y Blpl, respectivamente, en un volumen de
reaccion de 50 pL. Se descongelaron las células a 37 °C e inmediatamente se afiadieron 150
uL de estas. Como control negativo, se utilizé el mismo volumen de células sin el plasmido.
Se incubd el tubo a 37 °C y 180 rpm durante 45 minutos. Se agreg6 800 pL de caldo LB sin
antibidticos y se incubo6 a 37 °C y 180 rpm durante 60 minutos. Se sembré por superficie
100 uL del cultivo en una caja de agar LB suplementado con antibiéticos. Los antibidticos
dependieron del plasmido que se utilizé para la transformacién. El resto del cultivo se
centrifug6 a 17.000 g por 3 minutos. Las células se resuspendieron en 100 puL del mismo
sobrenadante y se sembraron en otra caja de agar LB suplementado con los mismos
antibidticos. Las cajas se incubaron a 37 °C durante 24 horas (Cutting y Azevedo, 1995;
Cutting y Vander, 1990).

Para las cepas transformadas con el plasmido pAX01, el medio LB se suplemento
con ERY, y en el caso del plasmido pDR111 con SPE. Se realizé una PCR de las colonias
que crecieron como se describi6 en la Seccidn 4.9.4. La recombinacion homologa resultd en

la integracién del fragmento de interés y el marcador de resistencia en el genoma (Figura
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12). Por ello, se tomaron como colonias positivas a las colonias que no presentaron
amplificacion puesto que su tamafio (>7 kb) sobrepasa la eficiencia de Tag polimerasa

utilizada.

Las colonias positivas se aislaron en nuevas cajas de agar LB suplementado con
antibidticos de acuerdo con el plasmido transformado. Colonias individuales se inocularon
en tubos con 5 mL de caldo LB suplementado con los mismos antiboticos y se incubaron a
37 °C y 180 rpm por 16 horas. Estos cultivos se utilizaron para extraer el ADN gendmico,
el que se utilizd para verificar la correcta integracion de la secuencia de interés mediante
PCR convencional como se describié en la Seccion 4.9.2. También, se amplificé el gen bla

para descartar recombinacion de sitio especifico.

Las cepas transformadas con el plasmido pMAD se sembraron en cajas de agar LB
suplementado con X-Gal (100 pg/mL) y antibidticos MLS, a saber, ERY (2 pg/mL) y LNC
(25 pg/mL), y se incubaron a 30 °C por 2-3 dias. Se prepard un cultivo de 5 colonias azules
en 5 mL de caldo LB suplementado con MLS y se incub6 a 30 °C y 180 rpm por 16 horas.
Se inoculd un matraz con 10 mL de caldo LB suplementado con MLS a partir de dicho
cultivo para alcanzar una DOsoo nm de ~ 0.1, y se incub6 a 30 °C y 180 rpm durante 2 horas.
Se cambio la temperatura a 42 °C y se continud la incubacion por 6 horas mas. Este
constituy6 el primer choque térmico para inducir la integracion del plasmido en el genoma.
Se prepararon diluciones seriadas con caldo LB hasta la dilucién 107. Se sembré por
superficie las cuatro Gltimas diluciones (10 a 107) en cajas de agar LB suplementado con
X-Gal y MLS, y se incubaron a 42 °C por 16 horas. Se realizdé una PCR de las colonias

azules para comprobar la integracion del plasmido (Arnaud et al., 2004).

Cinco a diez colonias positivas se inocularon en un tubo con 5 mL de caldo LB sin
antibidticos. El tubo se incub6 a 30 °C y 180 rpm durante 6 horas. Se cambi¢ la temperatura
a 42 °C y se continud la incubacion por 3 horas mas. Este constituy6 el segundo choque
térmico para inducir la escision del plasmido desde el genoma. Se prepararon diluciones
seriadas con caldo LB hasta la dilucién 107. Se sembré por superficie las cuatro Gltimas
diluciones (10 a 107") en cajas de agar LB suplementado con X-Gal y sin antibiéticos, y se
incubaron a 42 °C por 16 horas. Se realiz6 una PCR de las colonias sin color para comprobar
la escision del plasmido y la delecion del gen de interés (Arnaud et al., 2004).

Las colonias positivas se aislaron en cajas de agar LB suplementado con X-Gal y sin

antibioticos. Colonias individuales sin color se inocularon en tubos con 5 mL de caldo LB
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sin antibidticos, y se incubaron a 37 °C y 180 rpm por 16 horas. Estos cultivos se utilizaron
para extraer el ADN gendmico, el que se utilizé para verificar la delecion del gen de interés
mediante PCR convencional. También, se amplifico el gen de interés para confirmar su
ausencia. Por Gltimo, se utilizaron cebadores especificos para el gen bla para verificar la

escision del plasmido y su ausencia en la célula.
4.11 Estimulacion de nuevas cepas

Se utiliz6 el mismo procedimiento de estimulacion con PhrA descrito en la Seccién
4.3 para todas las cepas generadas. No obstante, para las cepas transformadas con el
plasmido pAX01, la expresion genética se indujo con 1 % (m/v) de xilosa (Sigma-Aldrich,

Alemania) y 100 uM de IPTG al mismo tiempo.

Una serie de experimentos se realiz6 en la Facilidad para Citometria de Flujo e
Imagen del Instituto Max Planck para Microbiologia Terrestre en Marburg, Alemania. Se
utilizd un microscopio invertido de fluorescencia Nikon ECLIPSE Ti2 (Nikon, Japén)
equipado con un lente objetivo de aire 60x Plan Apo de apertura numérica de 0.95 (Nikon,
Japdn). El microscopio también estuvo enlazado con un camara iXON 897 EMCCD (Andor,
Reino Unido) y un laser diodo Klastech de 300 mW (Acal BFi, Bélgica) de emisién a 532
nm acoplado mediante un filtro beamsplitter de 532nm. Se utiliz6 un sistema de iluminacion

X-Cite Exact llluminator (Excelitas, Alemania) para excitar la fluorescencia.

Con la finalidad de atenuar la degradacion de CFP, el filtro de densidad neutro
externo se configur6 en 12. Se eligieron y enfocaron dos puntos de cada monocapa densa de
células correspondiente a cada muestra. En cada punto se iluminé para YFP (ex: 504/12 nm,
em: 554/23 nm) durante 2 segundos. Posteriormente, se excito CFP (ex: 436/20 nm, em:
480/40 nm) por 40 segundos, se procedio al fotoblanqueo por 4 segundos, y se ilumind
nuevamente para CFP durante 30 segundos. Por ultimo, se excitd YFP durante dos segundos
para comprobar la eficiencia del fotoblanqueo. Este microscopio no contaba con tubos
fotomultiplicadores, por ello la eficiencia FRET se calculé a partir del anélisis de las
microfotografias tomadas cada segundo mediante la herramienta ImageJ R1.51. Para este
analisis se tomo la misma region de las imagenes donde la eficiencia del fotoblanqueo fue

mayor al 90 %.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Especificidad y sensibilidad del biosensor tipo FRET

Se dispuso de un biosensor tipo FRET PhrA-deficiente que expresa las proteinas de
fusion RapA-CFP y SpoOF-YFP mediante un promotor inducible con IPTG. Las células sin
ningun tipo de estimulo presentaron una eficiencia FRET de ~ 0.11. Experimentos de
complementacion con PhrA demostraron que un estimulo de 10 uM de PhrA sintético es
suficiente para recuperar el nivel de esporulacion de la cepa salvaje (Perego, 1997; Perego y
Hoch, 1996). Por ello, se estimularon las células con la misma concentracién de PhrA y se
obtuvo una eficiencia FRET de ~ 0.04 (Figura 13). Este resultado confirma que este péptido
forma un complejo trimérico con RapA y SpoOF puesto que RapA posee un sitio de union
fisico individual para el péptido y otro diferente para SpoOF (Diaz et al., 2012). En
consecuencia, la unién de PhrA produce un cambio conformacional en RapA que resulta en
la inhibicion alostérica de su actividad fosfatasa (Gallego y Marina, 2013; Ishikawa, Core y
Perego, 2002; Parashar, Mirouze, Dubnau y Neiditch, 2011).

Las células se estimularon con una concentracion de 10 nM de PhrA, equivalente a
una dilucién 1:1000 del estimulo de 10 uM. Como se esperaba, a dicha concentracion se
observd un cambio significativo en comparacion a las células sin estimulo. La eficiencia
FRET obtenida fue de ~ 0.07 (Figura 13). La espectrometria de masas es una técnica Util
para la determinacion de proteinas y péptidos. Sin embargo, la deteccion de pentapeptidos,
como PhrA, resulta complicada a concentraciones nanomolares, sobre todo en muestras
bioldgicas (Angel et al., 2012). Por ello, el biosensor resulta una alternativa Gtl para la

deteccion de PhrA por su alta sensibilidad.

Con la finalidad, de probar la especificidad del receptor de RapA, se utilizd un
péptido PhrA mutado (AQTRN) que contiene el mismo namero y tipo de aminoacidos. Se
utilizé un estimulo de 20 uM en el experimento y se obtuvo una eficiencia FRET similar a
las de las células sin estimulo, sin diferencia significativa (Figura 13). Ademas, otros
pentapéptidos de la familia Phr tampoco presentaron ningun efecto en la interaccion RapA-
SpoOF (Anexo 6). Estos resultados confirman que el receptor de RapA es altamente
especifico para PhrA (Ishikawa et al., 2002). Al mismo tiempo, estos experimentos afirman
que este biosensor tipo FRET presenta alta especificidad para detectar PhrA. Por ello,
utilizamos se lo utilizé para monitorear la produccién de PhrA en cultivos esporulantes de

B. subtilis y B. amyloliquefaciens.
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5.2 Funcion de PhrA en la esporulacion

Se realizaron ensayos de esporulacion con la cepa B. subtilis W168, una cepa PhrA-
deficiente derivada de esta, y una cepa silvestre de B. amyloliquefaciens. Después de 24
horas de incubacion en medio de esporulacion, la poblacion entera de la cepa PhrA-
deficiente sufrio un proceso de lisis y muerte celular puesto que carece de la capacidad de
producir esporas (Figura 14B). Por otro lado, B. subtilis W168 y B. amyloliquefaciens
esporularon como respuesta a la escasez de nutrientes (Figura 14A, 14C). Este resultado
resalta la importancia de PhrA para iniciar el proceso de esporulacion en este
microorganismo (Figura 1) (Perego y Hoch, 1996).

PhrA es un péptido regulador de fosfatasas que interactta directamente con RapA.
Esto resulta en la inhibicion de su actividad fosfatasa sobre la proteina SpoOF, de manera
que esta puede transferir el fosfato hacia SpoOB, y este a su vez, hacia el factor de
transcripcion SpoOA (Burbulys, Trach y Hoch, 1991; Diaz et al., 2012; Perego, 1997). Este
factor regula la expresion de una gran cantidad de genes, entre los que se encuentran algunos
factores sigma que intervienen en las diferentes fases de esporulacion (Fawcett,
Eichenberger, Losick y Youngman, 2000; Molle et al., 2003). En consecuencia, la
deficiencia de PhrA resulta en una actividad descontrolada de RapA que imposibilita la

produccion de esporas (Figura 1) (Perego y Hoch, 1996). .

B. subtilis presentd una eficiencia de esporulacion de ~ 50 % a las 24 horas del inicio
de la escasez de nutrientes. En consecuencia, se observaron muchas células “tardias” que
aun no entraron en proceso de esporulacion (Figura 14A). Este es el resultado de un
fendmeno denominado heterogeneidad temporal que es comun en B. subtilis. La
heterogeneidad resulta en dos subpoblaciones celulares: “tempranas” y “tardias”. Este
proceso surge en una poblacién microbiana con la finalidad de aprovechar al maximo los
nutrientes y como preparacion para dos condiciones ambientales opuestas: una en la que
exista nuevamente disponibilidad de nutrientes, y otra en la que las condiciones de estrés
permanezcan constantes (De Jong et al., 2010; Veening et al., 2008). Las esporas
“tempranas” se terminan de producir a ~ 20-22 horas de incubacion en medio de

esporulacion, tras lo que comienza la formacion de esporas “tardias” (Mutlu et al., 2018).

B. amyloliquefaciens aparentemente muestra mayor eficiencia y velocidad en la
produccién de esporas en comparacion a B. subtilis puesto que cerca del 100 % de la

poblacion celular esporuldé a las 24 horas de incubacion (Figura 14C). EIl resultado
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concuerda con la alta eficiencia de esporulacion (~ 95 %) de esta cepa en medios minimos
con mezcla de sales (Diaz et al., 2015). Sin embargo, no hay suficiente informacion
disponible del proceso de esporulacion en B. amyloliquefaciens. Las diferencias en eficiencia
y velocidad sugieren diferentes cinéticas de produccion de PhrA entre estas tres cepas. Por
ello, se extrajeron sobrenadantes de cultivos esporulantes siguiendo la metodologia descrita
en la Seccidn 4.5, para monitorear la produccion de PhrA con la ayuda de el biosensor tipo
FRET de B. subtilis.

5.3 Determinacion de PhrA en cultivos esporulantes

Se extrajo sobrenadantes cada 20 minutos de cultivos en medio de esporulacion de
Bacillus subtilis W168, la cepa PhrA-deficiente y B. amyloliquefaciens. Se estimulé las
células del biosensor con los sobrenadantes extraidos del cultivo al inicio y a los 80 minutos
de incubacion. Las tres cepas al inicio del ensayo no produjeron ningun péptido (Figura 15).
Como se esperaba, la cepa PhrA-deficiente exhibid niveles de eficiencia FRET similares
similares a las células sin estimulo puesto que esta cepa es incapaz de sintetizar PhrA. En el
caso de la cepa silvestre de B. subtilis se observo una diferencia significativa en la respuesta
FRET. B. amyloliquefaciens también produjo un péptido detectable por el biosensor. Los
genomas de varios aislados de esta especie presentan un gen que codifica para una proteina
de secuencia similar a la de PhrA de B. subtilis (He et al., 2012). Ademas, este péptido es
muy conservado en microorganismos esporulantes del género Bacillus (Anexo 7). En
consecuencia, se sugiere que B. amyloliquefaciens produce PhrA con la misma funcién que
en B. subtilis (Even, Omer, Pollak y Eldar, 2016).

A consecuencia de que el biosensor fue capaz de detectar PhrA de estas cepas, se
utilizaron todos los sobrenadantes extraidos hasta las cuatro horas de incubacién. Tal como
se describid antes, la cepa PhrA-deficiente mantuvo el nivel de las células sin estimulo.
Aparentemente, B. subtilis y B. amyloliquefaciens presentan cinéticas de produccion de
PhrA similares. La produccion comienza aproximadamente al minuto 30 y permanece
constante, en los mismos niveles, hasta el minuto 220 (Figura 16). La expresion de phrA al
inicio de la deplecién de nutrientes resalta la importancia de este péptido para iniciar el
proceso de esporulacion (Perego y Hoch, 1996). Especificamente, este péptido permite la
acumulacion de SpoOA fosforilada que a su vez activa la expresion de los genes tempranos

de esporulacion. Esta expresion comienza a los 40 minutos de incubacion en medio de



28

esporulacion lo que concuerda claramente con la elevada produccién de PhrA (Figura 16)
(Parker, Daniel y Errington, 1996; Partridge y Errington, 1993; York et al., 1992).

La sintesis de PhrA de B. subtilis termina aproximadamente al minuto 180. Esto
concuerda con un experimento adicional en el que se monitoreo la produccion de PhrA de
la misma cepa hasta las 24 horas de incubacion en medio de esporulacion (Anexo 8). Por
otro lado, la sintesis de este péptido parece continuar posterior a la hora cuatro de incubacion
en el caso de B. amyloliquefaciens. Este hecho esta relacionado con la produccion continua
de esporas observada en esta cepa tras la deplecion de nutrientes en medios minimos de
mezcla de sales (Diaz et al., 2015). Ademas, concuerda con la eficiencia de esporulacion

observada en la microfotografia antes descrita (Figura 14C).
5.4 Modelo de sefializacion de PhrA

Las caracteristicas y utilidad del biosensor para detectar PhrA abrieron la
interrogante si puede ser implementado como una herramienta cuantitativa. Por ello, se
diseid un modelo de internalizacién de PhrA y de respuesta FRET. Con la finalidad de
determinar los parametros contemplados en el modelo se realizaron diversos experimentos:
una curva dosis-respuesta, una cinética intracelular y extracelular, un experimento de

competicion y una estimulacion secuencial con diferentes péptidos.
5.4.1 Dosificacion-respuesta

Se estimularon las células con diferentes concentraciones de PhrA variando desde 10
pM hasta 100 uM. La eficiencia FRET permanecio en el nivel de las células sin estimulo a
una concentracion menor a 1 nM. Este correspondié al nivel minimo de deteccion del
biosensor. Por el contrario, con una estimulacién mayor a 100 nM, el receptor de RapA se
saturo por lo que se obtuvo una eficiencia FRET de ~ 0.04. La variacion en la respuesta
FRET se pudo observar en el rango de 1-100 nM de estimulo (Figura 17). Los ensayos de
esporulacion con cepas PhrA-deficientes presentan diferencias significativas a partir de una
estimulacion de 1 pM con PhrA. En consecuencia, el biosensor tipo FRET es una
herramienta mas sensible para la deteccion de concentraciones nanomolares de PhrA
(Perego, 1997; Perego y Hoch, 1996). Otros péptidos Phr interaccionan con sus
correspondientes proteinas Rap produciendo cambios significativos a nivel genético y
fenotipico en el mismo rango de estimulacion utilizado, es decir, concentraciones

nanomolares de péptido (Bendori et al., 2015; Lazazzera, Solomon y Grossman, 1997,
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Mirouze, Parashar, Baker, Dubnau y Neiditch, 2011; Ogura, Shimane, Asai, Ogasawara y
Tanaka, 2003; Solomon, Lazazzera y Grossman, 1996).

Mediante el modelo se realizd6 un ajuste de los resultados y se determiné la
concentracion intracelular de PhrA y la dosis minima efectiva (ECsg). Este valor corresponde
a una concentracion intracelular de ~ 41 uM que equivale a una estimulacion con PhrA de ~
10 nM (Tabla 2) (Figura 17). Este resultado confirma la baja afinidad que presenta el
receptor de RapA, y otras proteinas de la misma familia, que se encuentra en el rango uM
(Even et al., 2016; Gallego y Marina, 2013; Ogura et al., 2003). Conociendo la dosis minima

efectiva, se utilizo un estimulo de 10 nM de PhrA para los siguientes experimentos.
5.4.2  Cinética de internalizacion

Se utilizaron distintos tiempos de estimulacion para elaborar la cinética intracelular
dado que la respuesta FRET depende de la concentracion de PhrA en el interior de la célula.
Para la cinética extracelular, se centrifugaron las células después de la estimulacion y se
extrajo el sobrenadante. Este se utilizé para estimular un nuevo grupo de células con la
finalidad de determinar la concentracion extracelular de PhrA (Figura 9). Se observo que
hasta el minuto 8, las células internalizan completamente el péptido extracelular disponible
(Figura 18A, 18B). Este proceso de internalizacion depende del complejo oligopéptido
permeasa (Opp). Por ello las caracteristicas de este complejo influyen directamente en la
velocidad de internalizacion y afinidad por los oligopéptidos (Perego et al., 1991; Rudner,

LeDeaux, Ireton y Grossman, 1991).

En base al modelo se pudo calcular la velocidad maxima y afinidad que corresponden
a los valores ~ 0.3 amol/min y ~ 12 nM, respectivamente (Tabla 2). La afinidad predicha es
mayor al valor reportado para el complejo Opp en gram negativos que se encuentra en el
rango UM (Tame et al., 1994). Esta diferencia probablemente esta relacionada a la
discrepancia estructural de la pared celular entre ambos grupos bacterianos.
Especificamente, la proteina de unién a los péptidos (OppA) es una lipoproteina anclada a
la pared en gram positivos, mientras que en gram negativos es una proteina difusible del
espacio periplasmatico (Perego et al., 1991). En adicion, la integridad de complejo Opp, y
el operdn que lo codifica, resulta esencial para la internalizacion (Anexo 9) (LeDeaux,
Solomon y Grossman, 1997; Perego et al., 1991). Por otro lado, la velocidad de

internalizacion predicha es mayor (equivalente a ~ 180,000 moléculas/min) a la reportada
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para PhrC (~ 2,000 moléculas/min). Esto se debe a la sensibilidad de la técnica experimental
utilizada en dicho estudio, a saber, PhrC radiomarcado (Lazazzera et al., 1997).

Posterior al minuto 8, las células mantuvieron un estado de “memoria” como
respuesta al estimulo, a pesar de que PhrA en el espacio extracelular estuvo completamente
agotado (Figura 18A, 18B). Esta “memoria” se puede explicar por la elevada estabilidad de
lainteraccion entre los péptidos Phr y sus correspondientes proteinas Rap (Gallego y Marina,
2013). Hasta el momento so6lo se describié una peptidasa intracelular, PepF, que parece
participar en el procesamiento de PhrA y modular su actividad sobre RapA. Sin embargo,
esta actividad esta relacionada a la sobreexpresion de un plasmido multicopia (Kanamaru,
Stephenson y Perego, 2002). Por otro lado, la utilizacion de un plasmido integrativo con el
gen pepF inducible con xilosa presentd un efecto débil de la peptidasa sobre PhrA (Anexo
10).

5.4.3  Competicion con otros péptidos de sefializacion

Para determinar la competicion a nivel del complejo Opp se realizaron dos
experimentos de estimulacién simple con dos concentraciones de PhrA y diluciones seriadas
de PhrA mutado. Como ya se describi6 con anterioridad en la seccion 5.2, el péptido mutado
no produce ningdn tipo de respuesta FRET (Figura 19). Cuando la concentracién del péptido
competidor es igual o menor a la concentracion de PhrA, este no afecta de ninguna manera
su internalizacién. Por otro lado, cuando la cantidad de péptido competidor sobrepasa diez
veces la de PhrA, este comienza a influir en su internalizacién, y por ende en la respuesta
FRET. En adicion, esta respuesta aumenté de una manera dosis-respuesta conforme
acrecenta la cantidad de péptido competidor. Por ultimo, se recuperd el nivel de las células
sin estimulo a partir de una concentracion de péptido competidor mil veces, o mayor, a la de
PhrA (Figura 19).

Los resultados confirman que el complejo Opp no internaliza a los oligopéptidos con
especificidad de secuencia. Por ello, este complejo es capaz de internalizar no sélo péptidos
de sefializacion, sino también, otros péptidos efectores (Mirouze et al., 2011; Perego et al.,
1991). La ausencia de especificidad del complejo es posible porque OppA posee una

envoltura de union al péptido de alta versatilidad (Tame et al., 1994).

Para determinar la competicion a nivel de receptor de RapA se realizd un
experimento de estimulacion secuencial con PhrA mutado y con PhrA normal. Cuando las

celulas se estimularon con el péptido mutado no se observéd ningin cambio en la respuesta
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FRET. Posteriormente, se lavaron las mismas células y se estimularon con PhrA normal 10
nM. Como se esperaba, las células respondieron al estimulo de la manera habitual
independientemente de la cantidad de péptido competidor que se encuentra en el interior
celular (Figura 20). Esto se explica por la alta especificidad de la interaccion entre cada
proteina Rap y su correspondiente péptido regulador Phr (Core, Ishikawa y Perego, 2001,
Perego, 1997).

Por un lado, la especificidad en los péptidos esta dada por los aminoacidos en las
posiciones 1, 3 y 4 que presentan alta variabilidad entre la familia Phr. Precisamente, el
péptido competidor utilizado presenta diferentes residuos en las mismas posiciones, por lo
que es incapaz de unirse al receptor de RapA (Mirouze et al., 2011). Por otro lado, el sitio
de interaccion del receptor consiste en un canal formado por 7 repeticiones tetratricopéptido
(TPR). Estas contienen diversos residuos que participan en el anclaje y especificidad de
unidn al péptido. Los residuos que varian entre la familia de las proteinas Rap participan en

la especificidad (Gallego y Marina, 2013).
5.4.4  Ajustey estimacion de parametros

Los pardmetros de numero de células, volumen intracelular y volumen extracelular
se calcularon experimentalmente (Tabla 1). Por otro lado, parametros restantes se estimaron
mediante el modelo por lo que se expresa el valor de mejor ajuste con los limites de confianza
inferior y superior (Tabla 2). EI volumen extracelular corresponde al volumen final utilizado
para la estimulacion (500 pL). Los diversos pardmetros se explicaron en las secciones
previas, a excepcioén de FRETo y AFRET que corresponden a la eficiencia FRET de las
células sin estimulo y la diferencia con las células con saturacion, respectivamente. Estos
valores serviran para predecir la respuesta FRET en base al modelo. Se puede afirmar que el
ajuste fue exitoso puesto que la diferencia entre los limites no sobrepasa el orden de
magnitud (Tabla 2).

5.4.5 Cuantificacion de PhrA en sobrenadantes

Se utilizé el promedio de los datos mostrados en la Seccion 5.3 para calcular la
concentracion extracelular de PhrA en los sobrenadantes con la ayuda del modelo. Se disefié
un script especificamente para este fin (Anexo 11). La concentracion extracelular de PhrA
calculada fue inferior a ~3.3 nM a lo largo de todo el experimento. Estos valores
corresponden al limite inferior de deteccidn puesto que otros oligopéptidos sintetizados al

mismo tiempo compiten por la internalizacion de PhrA. La competicion resulta en una
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reducida acumulacion de PhrA en el interior celular que corresponde a una respuesta FRET

mas cercana a las células sin estimulacion (Figura 21).

La concentracion extracelular de PhrA correspondiente al mutante PhrA-deficiente
se mantuvo en el nivel de 0 nM, lo que concuerda con su incapacidad de producir este
péptido. En el caso de B. subtilis W168, la cantidad de PhrA producido pasé a niveles
indetectables después de la tercera hora (Anexo 8). EI mismo péptido se produjo
continuamente a lo largo del experimento en el caso de B. amyloliquefaciens a niveles
detectables (véase Seccion 5.3 y 5.4.1) (Figura 21). Este corresponde al primer intento de
monitorear y cuantificar la sintesis de PhrA en el proceso de esporulacion. Por ello, se
necesitan la aplicacion de otras técnicas como espectometria de masas para complementar

estos resultados.
5.5 Construccion de cepas

Los plasmidos y las cepas utilizadas en este estudio se encuentran descritos con
detalle en la Tabla 6 y Tabla 7. El plasmido pAXO01 se utilizo para sobreexpresar los genes
kinA, kinB y pepF en el biosensor. Los plasmidos con dichos genes se integraron
exitosamente en el gen lacA puesto que se obtuvo amplicones con el peso molecular
esperado de ~ 6,800 pb. Por otro lado, los cebadores amplificaron un fragmento predicho de
~ 2,500 pb que corresponde a la cepa silvestre (Figura 22A). Esta diferencia de tamafio es
el resultado de la integracion por recombinacién homdloga del fragmento contenido entre la
region corriente arriba y corriente abajo del gen lacA presentes en el plasmido. Este
fragmento presenta el marcador de resistencia para eritromicina, el gen deseado, el regulador

del operon xilosa y una parte del esqueleto del plasmido (Figura 12) (Hértl et al., 2001).

El plasmido con el sistema FRET contuvo la mutacion deseada (c.160G>A) que se
verificd mediante secuenciacion (Anexo 12). Este plasmido se utilizé para transformar la
cepa derivada de B. subtilis W168 deficiente de RapA, PhrA 'y SpoOF (ArapAphrA AspoOF).
El plasmido se integrd correctamente en el gen amyE lo que concuerda con el tamafio del
fragmento amplificado de ~ 8,900 pb. Se obtuvo el mismo fragmento con el ADN del
biosensor como templado. Este resultado concuerda puesto que ambas cepas contuvieron el
mismo sistema FRET. En el caso de la cepa silvestre se obtuvo el amplicén esperado de ~
3,200 pb (Figura 22B). El plasmido pDR111 y sus derivados presentan una region corriente
arriba y corriente abajo del gen amyE que contienen entre si el marcador de resistencia, el

gen deseado y el regulador del operdn lactosa. Por ello, la integracion por recombinacion
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homdloga del pldsmido produce un fragmento de peso molecular mayor a 6,000 pb
correspondiente al gen amyE (Ben et al., 2003).

Se realizaron deleciones limpias para los genes oppA, kinA y kinB con el plasmido
PMAD correspondiente. En los tres casos, las cepas mutantes amplificaron un fragmento de
tamano reducido que corresponde al locus deseado menos el tamafio del gen eliminado. Por
otro lado, la cepa silvestre presentd un amplicon de tamafio normal de acuerdo con los
cebadores utilizados. De igual manero, las mismas cepas no presentaron amplificacion con
cebadores especificos para el gen eliminado (Figura 23A, 23B, 23C). De acuerdo con la
confirmacion molecular, las cepas no presentaron resistencia a los antibidticos MLS, ni la
capacidad de metabolizar X-Gal. En adicidn, no presentaron amplificacion para el gen bla
(Figura 24). Por ello, se afirmo que la delecion de los genes y la excision del plasmido fue
exitosa (Arnaud et al., 2004).

Se utilizaron cebadores especificos para el gen bla, que provee la resistencia a f3-
lactamicos, con la finalidad de descartar recombinacion de sitio especifico o insercion del
plasmido en otra parte del genoma. Ninguna de las cepas presentd amplificacion de este gen,
excepto el control positivo que correspondio al plasmido pAX01 y presenté un fragmento
de ~ 860 pb (Figura 24). En consecuencia, se descartd la recombinacion de sitio especifico
de los plasmidos. La correcta integracion del plasmido evidenciada fue el resultado de una
linearizacion adecuada de este previo a la transformacion. Precisamente, la linerizacion de
plasmidos aumenta la probabilidad de obtener una integracién adecuada del fragmento.
Como resultado, el fragmento estara presente en una sola copia en el genoma lo que
contribuird a la utilizacion de la cepa resultante con fines cuantitativos (Lehner, Wang y
Hunziker, 2013).

5.6 Interaccion RapA-SpoOF independiente de fosforilacion

Se ha visto que la sobreexpresion de las histidinas quinasas que participan en la
fosfotransferencia aumentan la eficiencia de fosforilacion (De Jong et al., 2010). Por ello, se
quiso determinar si existe algn efecto de esta sobreexpresion a nivel de interaccion RapA-
SpoOF con el biosensor. Las quinasas KinA y KinB son los principales sensores que
participan en la iniciacion de esporulacién como respuesta a la disminucion de nutrientes
(LeDeaux, Yu y Grossman, 1995). En consecuencia, se disefié una cepa que sobreexpresa
kinA y una gque sobreexpresa kinB. Ambas cepas presentaron el mismo nivel de respuesta

FRET tanto para las células sin estimulo, como para las células estimuladas con 10 uM de
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PhrA (Figura 25). Estos resultados sugirieron que la interacciéon RapA-SpoOF y PhrA-
RapA-SpoOF son independientes del estado de fosforilacion de SpoOF.

Con la finalidad de comprobar dicha premisa se disefiaron mutantes deficentes de las
histidinas quinasas KinA y KinB. Como se esperaba, no se observo ninguna diferencia en la
respuesta FRET de las células con estimulo y sin estimulo de los mutantes en comparacion
con la cepa silvestre (Figura 26). Los mutantes kinA presentan una reduccion del 80 % en
la eficiencia de esporulacion (Perego, Cole, Burbulys, Trach y Hoch, 1989). No es asi el
caso de los mutantes kinB que no exhiben reduccion, o muy leve, en la eficiencia de
esporulacion. Esto a razon que esta quinasa forma parte de una ruta accesoria de fosforilacion
en caso de deficiencia de KinA (Dartois, Djavakhishvili y Hoch, 1996; LeDeaux et al., 1995;
Trach y Hoch, 1993).

Se disefid un doble mutante kinA-kinB a partir del mutante deficente de KinA. En
otros estudios, el mismo doble mutante presentd una eficiencia de fosforilacién cercana al
nivel de las cepas deficientes de Phr y SpoOF (Trach y Hoch, 1993). Sin embargo, al igual
que con las anteriores cepas no se distinguié ninguna diferencia significativa en la respuesta
FRET en comparacion con la cepa silvestre (Figura 26). Estos resultados concuerdan con
experimentos in vitro donde la actividad de las quinasas KinA-D no influy6 la funcién de
RapA y PhrA (Perego, 1997). Esto confirma que la interaccion RapA-SpoOF y PhrA-RapA-

SpoOF es independiente del estado de fosforilacion de SpoOF.

Existe otra quinasa accesoria, KinC que actlia en caso de deficiencia de KinA y KinB
para mantener un bajo nivel de esporulacion que permita sobrevivir un fragmento de la
poblacion (LeDeaux et al., 1995). Con la finalidad de descartar la influencia de cualquier
quinasa en la interaccion RapA-SpoOF y PhrA-RapA-SpoOF se construyd un mutante
resistente a la fosforilacion, SpoOF D54N. Esta mutacidn en el sitio activo de SpoOF impide
que esta proteina sea fosforilada por cualquier quinasa, por lo tanto, pierde su funcion
(Sanders, Gillece, Stock, Burlingame y Koshland, 1989; Volz, 1993; Zapf, Hoch y Whiteley,
1996). Este mutante exhibié la misma respuesta FRET con y sin estimulacion en
comparacion a la cepa silvestre (Figura 27). Esto confirma que la interaccion RapA-SpoOF
y PhrA-RapA-SpoOF es independiente del estado de fosforilacion de SpoOF.
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6 CONCLUSIONES

El biosensor tipo FRET utilizado presenta alta sensibilidad a concentraciones
nanomolares de PhrA y alta especificidad de respuesta Unicamente a este péptido. En adicion

este biosensor puede ser utilizado para la deteccion y cuantificacién de PhrA.

PhrA es esencial para iniciar el proceso de esporulacion, por ello su sintesis tiene
lugar al momento que la concentracion de nutrientes disminuye draméaticamente. A si
mismo, este péptido esta conservado a lo largo del género Bacillus posiblemente cumpliendo

la misma funcion que en B. subtilis. Se recomienda mayor investigacion al respecto.

La velocidad de internalizacion de PhrA depende de la actividad del complejo
oligopéptido permeasa y esta influida por la concentracion extracelular de péptidos
competidores. Por otro lado, no existe competicién con otros péptidos a nivel del receptor

en RapA, pues este es altamente especifico para PhrA.

El estado de fosforilacion de SpoOF, y la actividad o ausencia de las histidinas
quinasas, no influyen en la interaccion estable que mantiene RapA-SpoOF y PhrA-RapA-
SpoOF. Este hecho revela caracteristicas de interés que se pueden investigar posteriormente
en RapA y proteinas similares a esta.
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8 FIGURAS
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Figura 1. Rutas de sefializacion que controlan la esporulacién

La fosfotransferencia KinA/B-Spo0F-Spo0B-SpoA termina en la activacion de los genes que
inician el proceso de esporulacién. El sistema de percepcion de cuérum RapA-PhrA actia
como un mecanismo de regulacion de la fosfotransferencia mediante la defosforilacion de
SpoOF. En células deficientes de PhrA la actividad fosfatasa de RapA esta descontrolada por
lo que la célula no puede esporular y muere (A). En células que sintentizan normalmente
PhrA, el fosfato se transfiere desde las quinasas KinA/B hasta SpoOA para permitir que la
célula esporule (B).
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Falta de nutrientes
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Figura 2. Esquema del biosensor tipo FRET utilizado para estudiar la sefializacion de
PhrA en B. subtilis

El biosensor original const6 Unicamente del sistema FRET inducible con IPTG (pentagono)
en un fondo deficiente de RapA, PhrA y SpoOF. Se realizaron modificaciones posteriores en
las quinasas KinA (1) y KinB (2), tanto en sobreexpresion con promotor inducible con xilosa
(circulo), como en deficiencia de las quinasas. El sistema FRET consistio en las proteinas
de fusién RapA-CFP y SpoOF-YFP. La transferencia de energia tuvo lugar desde CFP a YFP
como resultado de la interaccion entre RapA y SpoOF. La estimulacion con péptido sintético
PhrA resultdé en la modificacidn de dicha interaccion que por lo tanto alterd la respuesta
FRET.

AgarLB DOg00,,,%1.6 ~25°C
sar 600 Smin  17kG

@ A = [ == ] ik
L

495 pL cultivo
+
. 17 kG
37°C 5 pL estimulo 1 mi
e min Monocapa densa
de células

30°C Inoculacién

~14h Discos de 7uL

- agarosa <| D Cl t‘
10mLS m
5 mL $7.5 D050 =0.04
DO400ny=0.003 Soomm *
600mm IPTG 100 uM

Figura 3. Metodologia de induccidn, estimulacion e inoculacidn para experimento
FRET estandar

El biosensor se inocul6 sucesivamente en medio S7.so para la induccion del sistema FRET
con IPTG. Las células se estimularon con péptido sintético PhrA y se inocularon en geles de
agarosa para formar una monocapa densa de células. La transferencia de energia se midio a
nivel de poblacion. Microfotografia (AT= 600x).
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Figura 4. Configuracion del microscopio Olympus 1X81 para experimentos FRET-

fotoblanqueo

La iluminacion para CFP se realiz6 con un sistema MT-20 (1). El aceptor se fotoblanqueo
mediante un laser de 515 nm (2). Las sefiales de CFP y YFP se grabaron con tubos
fotomultiplicadores (PMTs) (3). Todo el experimento se realiz6 con un lente objetivo de

60x.
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Figura 5. Resultados de experimentos FRET-fotoblanqueo

A: Fluorescencia absoluta de YFP y CFP grabada por los fotomultiplicadores. Al inicio y al
final del experimento se iluminé para YFP. Se excito CFP durante 60 segundos, se
fotoblanque6 el aceptor por 20 segundos, y nuevamente se ilumin6 CFP durante 60
segundos. Posterior al fotoblanqueo, la sefial de YFP y CFP disminuy6é y aumento,
respectivamente. B: Microfotografias (AT=600x) tomadas para YFP al inici¢ y al final de
cada experimento. Posterior al fotoblanqueo, se puede observar la zona oscura resultado de
la destruccion del aceptor (YFP). C: La diferencia entre la sefial de CFP después y antes del
fotoblanqueo corresponde a la eficiencia FRET. La zona gris denota el tiempo de aplicacién
del laser (20 segundos).
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Figura 6. Metodologia de esporulacion y extraccion de sobrenadantes

La esporulacion se induce mediante escasez de nutrientes en esta metodologia de
resuspension. GM: Medio de crecimiento, SM: medio de esporulacion, rpm: revoluciones
por minuto, DO: densidad Optica.

3750 rpm +1950 puL. 17 kG 17 kG
8 min | sobrenadante | 1 min j 1 min
D0600|1111z1'6 50 llL ~25°C Lavado GDG@

1 mL 20 min Inoculacién
Cultivo 10X

Figura 7. Estimulacion del biosensor con sobrenadantes de cultivos esporulantes
Se concentrd el cultivo 10 veces para estimular las células del biosensor con los
sobrenadantes extraidos de cultivos esporulantes. C-: control negativo, C+: control positivo.
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Otros PP

medio extracelular

Figura 8. Modelo de internalizacion y respuesta FRET
El esquema indica los parametros que tomo en cuenta el modelo cuantitativo de sefializacion

de PhrA. PP: pentapéptidos

Intracelular
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Figura 9. Metodologia de estimulacién e inoculacion para la elaboracion de cinética
intracelular y extracelular

Para la cinética intracelular se utilizaron diferentes tiempos de estimulacion (1). La misma
metodologia se utiliz6 para extraer los sobrenadantes de las células estimuladas a cada punto
en el tiempo. Con estos sobrenadantes se estimularon células concentradas 10 veces (2).
C-: control negativo, C+: control positivo.
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Figura 10. Descripcién de los plasmidos integrativos pAX01y pDR111

Ambos plasmidos contien el origen ColE1 y el casete de resistencia bla para replicacion y
seleccién con ampicilina en E. coli, respectivamente. En el sitio de clonacion multiple
(SCM) se sefialan las enzimas de restriccion méas utilizadas para la ligacion de nuevos
fragmentos A: EIl plasmido pAXO01 el casete de resistencia ermB para seleccion con
eritromicina, el fragmento corriente arriba y corriente abajo del gen lacA de B. subtilis. Entre
ambos fragmentos esté el regulador del operdn xilosa de B. megaterium (xyIR), el promotor
de xylA y el SCM. B: El plasmido pDR111 contiene el casete de resistencia aad9 para
seleccion con espectinomicina, el fragmento corriente arriba y corriente abajo del gen amyE
de B. subtilis, y entre ambos fragmentos el regulador del operdn lactosa (lacl), el promotor
mejorado hiper-spank y el SCM.

A gen B
(1] l Integracion Escision "’ (2]
A B A B
! Delecion limpia l (2] gen

bgaB

A ] B

Figura 11. Descripcion del plasmido pMAD

A: El plaésmido pMAD contiene el origen ColE1l y el casete de resistencia bla para
replicacion y seleccién con ampicilina en E. coli, respectivamente. También, presenta un
origen termosensible, el gen bgaB que codifica para una -galactosidasa termoresistente y
el gen ermC para resistencia a macrélidos-lincosamidas que permitié la seleccion de
mutantes. B: El primer choque térmico provoca la integracion del plasmido completo por
recombinacion de sitio especifico (1). El segundo choque térmico causa un evento de
recombinacion homologa que resulta en la excision del plasmido y la delecion de la region
de interés (2). La region corriente arriba (rojo) y corriente abajo (celeste) son esenciales para
la delecion del gen de interés.
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Figura 12. Mecanismo de integracion del plasmido pAX01

La region corriente arriba y corriente abajo del gen lacA permiten la integracion por
recombinacion homdloga de la region comprendida entre ambos fragmentos. EI mismo
mecanismo es aplicable para el plasmido pDR111 en el gen amyE.
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Figura 13. Sensibilidad y especificidad del biosensor tipo FRET

Diagrama de barras que muestra la eficiencia FRET promedio entre RapA-CFP y SpoOF-
YFP. Las células sin estimulacion y con estimulacién con PhrA mutado (PhrA-M) muestran
el mismo nivel sin diferencia significativa (p=0.605). PhrA reduce la eficiencia FRET a
~0.07 y ~0.04 a una concentracion de 10 nM y 10 pM, respectivamente. Ambas
concentraciones de estimulo presentan diferencias significativas con respecto a la eficiencia
FRET de las células sin estimulo (p<0.01). Las barras de error corresponden a la desviacion
estandar. Tiempo de estimulacién: 6 minutos. Prueba estadistica: T-Student
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Figura 14. Capacidad de esporulacion de tres cepas de Bacillus
Microfotografias de campo claro (AT=1000x) de tres cepas de Bacillus a las 24 horas de
incubacion en medio de esporulacion. A: Eficiencia de esporulacion del ~50% de la cepa
silvestre de B. subtilis. B: Eficiencia de esporulacion del 0% de la cepa PhrA-deficiente de
B. subtilis. C: Eficiencia de esporulacion del ~100% de B. amyloliquefaciens. Estructuras:
esporas (verde), células vegetativas (azul), restos celulares (purpura).
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Figura 15. Estimulacion del biosensor con sobrenadantes de cultivos esporulantes de
Bacillus

Diagrama de barras que muestra la eficiencia FRET promedio de células estimuladas con
los sobrenadantes extraidos de tres cepas B. subtilis W168, B. subtilis PhrA-deficiente, y B.
amyloliquefaciens, al inicio y al minuto 80 de incubacion en medio de esporulacion. Al
tiempo 0 todas las cepas tienen el mismo nivel que las células sin estimulo. Al tiempo 80, la
eficiencia FRET se redujo significativamente en la cepa silvestre de B. subtilis y B.
amyloliquefaciens (p<0.01), no obstante, la cepa B. subtilis PhrA-deficiente exhibié la
misma respuesta de las células sin estimulo (p=0.304). Las barras de error corresponden a la
desviacién estandar. La franja gris tenue corresponde al nivel de células sin estimulo.
Tiempo de estimulacion: 21 minutos. Prueba estadistica: T-Student
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Figura 16. Cinética de produccion de PhrA en cultivos esporulantes de Bacillus
Diagrama de barras que muestra la eficiencia FRET promedio de células sin estimulo y con
estimulo de PhrA 10 uM como control (izquierda). Diagrama de puntos donde cada linea
corresponde al promedio de la eficiencia FRET de cada replica bioldgica de cultivo
esporulante y los circulos al tiempo de extraccién del sobrenadante. B. subtilis PhrA-
deficiente mantuvo el mismo nivel de las células sin estimulo a lo largo del experimento.
Las cepas B. subtilis W168 y B. amyloliquefaciens exhibieron cinéticas de produccion de
PhrA similares, donde el mayor nivel de sintesis se encuentra entre la primera y tercera hora
de incubacion. B. amyloliquefaciens mantuvo la produccidn hasta el final del experimento.
B. subtilis W168 regreso al nivel de las células sin estimulo posterior a la tercera hora de
incubacion (derecha). Las barras de error corresponden a la desviacion estandar. La franja
gris tenue corresponde al nivel de células sin estimulo. Tiempo de estimulacién: 21
minutos.
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Figura 17. Curva dosis-respuesta de PhrA

Diagrama de puntos donde cada linea punteada corresponde a una replica biol6gica y cada
circulo a la concentracion de estimulacion con PhrA. La linea roja es el ajuste hiperbolico
de la curva dosis-respuesta de acuerdo con el modelo. La zona roja tenue corresponde al
intervalo de confianza del ajuste del 95 %. El eje X inferior indica la concentracion de PhrA
extracelular (estimulacion) y el eje X superior la concentracion de PhrA intracelular que se
estim6 mediante el modelo. La concentracion minima efectiva (ECso) intracelular calculada
por el modelo es ~ 41 uM. Tiempo de estimulacién: 6 minutos.
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Figura 18. Cinética de internalizacion de PhrA

A: Diagrama de barras de error que corresponde a la desviacion estandar de los resultados
de eficiencia FRET en cada tiempo de estimulacion: 0, 1, 2, 3, 6, 11 y 21 minutos. La linea
roja es el ajuste de la dinamica de acuerdo con el modelo. La zona roja tenue corresponde al
intervalo de confianza del ajuste del 95 %. La internalizacion del péptido tiene lugar hasta
el minuto 8, posteriormente, las células mantienen un estado de “memoria” fenotipica.
Estimulacion de PhrA: 10 nM. B: Diagrama de barras de error que corresponde a la
desviacion estandar de los resultados de eficiencia FRET en respuesta al sobrenadante
extraido de células con diferentes tiempos de estimulacion con PhrA. La internalizacion del
péptido tiene lugar hasta el minuto 8, posterior a lo que no queda péptido disponible en el
espacio extracelular. La linea azul es el ajuste de la dinamica de acuerdo con el modelo. La
zona azul tenue corresponde al intervalo de confianza del ajuste del 95 %. Tiempo de
estimulacion: 6 minutos.
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Figura 19. Competicion de PhrA a nivel de internalizacion

Diagrama de barras que muestra la eficiencia FRET promedio de células sin estimulo y con
estimulo de PhrA 10 nM, PhrA 10 uM y PhrA mutado (PhrA-M) 20 puM, como control
(izquierda). Diagrama de barras de error que corresponde a la desviacion estandar de los
resultados de eficiencia FRET a cada concentracion de PhrA-M. Las lineas amarilla y roja
corresponden a los ajsutes de acuerdo con el modelo de competicion con PhrA 10 nM y 10
MM, respectivamente. Las zonas tenues del mismo color son el intervalo de confianza del
ajuste del 95 %. La competicidn sucede de manera dosis-respuesta en una concentracion 10
veces a la de PhrA. Tiempo de estimulacion: 6 minutos.
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Figura 20. Competicion de PhrA a nivel de receptor de RapA

Diagrama de barras que muestra la eficiencia FRET promedio de células sin estimulo y con
estimulo de PhrA 10 nM, como control, y de células estimuladas secuencialmente. Primero,
se utiliz6 un estimulo de PhrA-M 20 uM (barra gris oscura), se lavo las células y se estimul6
las mismas con PhrA 10 nM (barra café). Las células exhibieron una eficiencia FRET
posterior al estimulo secuencial sin diferencia significativa con respecto al control de PhrA
10 nM de estimulo (p=0.302). Es decir, el péptido competidor no influy6 en la interaccion
de PhrA con su receptor en RapA. Las barras de error corresponden a la desviacién estandar.
Tiempo de estimulacion: 6 minutos. Prueba estadistica: T-Student
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Figura 21. Cuantificacion de PhrA detectado en sobrenadantes de cultivos esporulantes
de Bacillus

Diagrama de puntos que muestra la eficiencia FRET promedio de varias réplicas biologicas
de cultivos esporulantes de tres cepas: B. subtilis W168, B. subtilis PhrA-deficiente, y B.
amyloliquefaciens. Los puntos corresponden al tiempo de extraccion del sobrenadante. El
eje Y derecho muestra la concentracion de PhrA en el sobrenadante calculada con el modelo.
La concentracion corresponde al limite de deteccion inferior porque existen otros péptidos
competidores en el sobrenadante que impiden la acumulacion intracelular de PhrA. La zona
gris tenue denota la eficiencia FRET correspondiente a una concentracion extracelular de
PhrA de 0 nM. Tiempo de estimulacién: 21 minutos
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Figura 22. Verificacion de integracion por recombinacion homologa de plasmidos
integrativos

A: Geles de electroforesis que indican la integracion del plasmido pAXO01 en el gen lacA
dando como resultado un fragmento de ~ 6,800 pb. 1, BIB-1553; 2, BIB-1617; 3, BIB-1612.
B: Gel de electroforesis que indica la integracion del plasmido pDR111 en el gen amyE
dando como resultado un fragmento de ~ 8,900 pb. 1, BIB-1618; 2, BIB-625. CS, control de
cepa silvestre sin modificacion genética; C-, agua como control negativo; pb, pares de bases.
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Figura 23. Verificacion de delecion limpia

A: Gel de electroforesis que indica la delecién del gen oppA. Los cebadores de verificacién
amplificaron un fragmento de tamafio reducido (~ 3,000 pb). No se observa ningun
fragmento con los cebadores especificos para oppA. 1, BIB-1563. B: Gel de electroforesis
que indica la delecion del gen kinB. Los cebadores de verificacion amplificaron un
fragmento de tamafio reducido (~ 3,500 pb). No se observa ningln fragmento con los
cebadores especificos para kinB. 1, BIB-1615; 2, BIB-1616. B: Geles de electroforesis que
indica la delecidon del gen kinA. Los cebadores de verificacion amplificaron un fragmento de
tamafno reducido (~ 3,500 pb). No se observa ningun fragmento con los cebadores
especificos para kinA. 1, BIB-1554; 2, BIB-1616. CS, control de cepa silvestre sin
modificacion genética; C-, agua como control negativo; pb, pares de bases.
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Figura 24. Verificacién de recombinacion de sitio especifico

Gel de electroforesis que indica la ausencia de recombinacion de sitio especifico mediante
la amplificacion del gen bla propio de los plasmidos. No se observa ningin producto de
amplificacion en las cepas mutantes. 1, BIB-1553; 2, BIB-1554; 3, BIB-1563; 4, BIB-1612;
5, BIB-1615; 6, BIB-1616; 7, BIB-1617; 8, BIB-1618; 9, BIB-625; C+, plasmido pAX01
como control positivo; CS, control de cepa silvestre sin modificacion genética; C-, agua
como control negativo; pb, pares de bases.
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Figura 25. Efecto de la sobreexpresion de quinasas KinA'y KinB

Diagrama de barras que muestra la eficiencia FRET promedio de células sin estimulo y con
estimulo PhrA 10 uM correspondientes a tres cepas diferentes de B. subtilis: cepa silvestre,
cepa de sobreexpresion de kinA y de sobreexpresion de kinB. En conjunto todas las cepas no
presentan diferencias significativas en la eficiencia FRET sin estimulo (p=0.24). No
obstante, presentan diferencias significativas con un estimulo PhrA 10 uM (p=0.04). Las
franjas gris y roja indican el nivel de eficiencia FRET de la cepa silvestre. Las barras de error
corresponden a la desviacion estandar. Prueba estadistica: ANOVA de una via
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Figura 26. Efecto de la auscencia de las quinasas KinA 'y KinB

Diagrama de barras que muestra la eficiencia FRET promedio de células sin estimulo y con
estimulo PhrA 10 nM y PhrA 10 uM correspondientes a cuatro cepas diferentes de B.
subtilis: cepa silvestre, cepa KinA-deficiente, cepa KinB-deficiente y doble mutante KinA-
KinB. En conjunto todas las cepas no exhiben diferencias significativas en la eficiencia
FRET sin estimulo (p=0.39), con estimulo PhrA 10 nM (p=0.82) y PhrA 10 puM (p=0.47).
Las franjas gris, amarilla y roja indican el nivel de eficiencia FRET de la cepa silvestre. Las
barras de error corresponden a la desviacion estdndar. Prueba estadistica: ANOVA de una

via
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Figura 27. Efecto en mutante resistente a la fosforilacion

Diagrama de barras que muestra la eficiencia FRET promedio de células sin estimulo y con
estimulo PhrA 10 uM correspondientes a la cepa silvestre y cepa resistente a la fosforilacion
de SpoOF de B. subtilis. Las dos cepas no exhiben diferencias significativas en la eficiencia
FRET sin estimulo (p=0.12) y con estimulo PhrA 10 uM (p=0.43). Las franjas gris y roja
indican el nivel de eficiencia FRET de la cepa silvestre. Las barras de error corresponden a
la desviacion estandar. Prueba estadistica: T-Student




66

9 TABLAS

Tabla 1. Pardmetros calculados experimentalmente

Parametro Valor
Numero de células 9.52 x 107
Ve (UL) 500
Vi (fL) 0.973

Tabla 2. Pardmetros calculados en base al ajuste al modelo

Parametro Limite inferior? Limite superior! ~ Mejor ajuste
Umax (@mol/min) 0.15 0.64 0.30
Km (NM) 51.6 317.1 12.27
ECso (UM) 30.60 54.75 41.15
FRETo 0.108 0.115 0.111
AFRET 0.063 0.074 0.068

1 Los limites superior e inferior corresponden a un intervalo de confianza del 95 %

Tabla 3. Cuantificacion de PhrA extracelular en sobrenadantes de cultivos
esporulantes de Bacillus

Tiempo de extraccion S PhrA
Eficiencia FRET
Cepa del sobrenadante ) extracellular
) promedio (-) )
(min) estimado (nM)*

0 0.1199 -0.23

20 0.1054 0.20

40 0.0756 2.31

60 0.0784 1.97

80 0.0803 1.76

- 100 0.0817 1.62
B. subtilis W168 120 0.0832 148
140 0.0829 1.51

160 0.0897 0.98

180 0.0996 0.44

210 0.1078 0.12

240 0.1034 0.28
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Tabla 3. Continuacion.

Tiempo de extraccion o PhrA
Eficiencia FRET
Cepa del sobrenadante ) extracellular
) promedio (-) )
(min) estimado (nM)*

0 0.1177 -0.18

20 0.1236 -0.32

40 0.1192 -0.21

60 0.1244 -0.33

80 0.1152 -0.11

. 100 0.1238 -0.32
B. subtilis AphrA 120 0.1149 2010
140 0.1237 -0.32

160 0.1127 -0.04

180 0.1225 -0.29

210 0.1147 -0.10

240 0.1202 -0.24

0 0.1227 -0.30

20 0.1182 -0.19

40 0.1043 0.24

60 0.0783 1.98

80 0.0743 2.50

B. amyloliquefaciens 100 0.0697 3-30
120 0.0724 2.80

140 0.0713 2.99

160 0.0822 1.57

180 0.0873 1.14

210 0.0946 0.68

240 0.0805 1.73

! Todos los valores se estimaron a partir del modelo. No obstante, los valores negativos
corresponden a una concentracion de 0 nM.
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Codigo! Secuencia (5°-3°)? Descripcion® Propésito Referencia
NPO4 CATCTGAATGAAGTCAGTTGcatgtgttttct  oppA corriente arriba Reverse — region de
gcccatattge union
. . . Clonacion
NPOS CAACTGACTTCATTCAGATGctcaaggtat  oppA corriente abajo Forward - region de
atggggagaaaag union
NPO7 gcactgattggtgtatcatttcg pAX01 Forward
NPO8 gtgtatttacttgagaggagacag pAXO01 Reverse
NPQ9 ggatcattcagagacatgatacgtg AOppA Forward Verificacion
NP10 gcatctttccagagggaaagg AOppA Reverse
OppA corriente arriba Forward - Sall + region _
NP11 TACGCGTCGACgatataggcgacacactgcatc ; Este trabajo
homologa
oppA corriente abajo Reverse - Bglll + region Clonacion
NP12 ATGGAAGATCTctaggctcctttctttgctttg )
homologa
NP14 gttgatggataaacttgttcac pAXO01 Reverse Il
NP28 tgtgtcctaagatgttgccatc FRET Forward
NP29 gctatgtgcaagaacgcacg FRET Reverse
NP30 tattgaaaaaggaagagtgcg pAX01 Forward Il Verificacion
NP31 gtggaacaggatacgcagcatg kinA Forward
NP32 gcaatgcagacgataaacaacg KinA Reverse
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Cédigo! Secuencia (5°-3’)? Descripcion? Propésito Referencia

NP39 ttgtgctgttgAacatgaaaattcccggcatggacg spoOF Forward (160G>A)
NP40 atgtTcaacagcacaaggtcgggccgttcttttgtc spoOF Reverse (160G>A) Mutagénesis
NPAS TAACAACTAGTTAGGAGGAGAGGAAa kinB Forward - Spel + RBS + region

tggaaattctaaaagactatcttctge homdloga Clonacion _
NP46 TGATAGGATCCtctgtcatcacctcgceatttattc kinB Reverse - BamHI + region homdloga Este trabajo
P47 TAACAACTAGTTAGGAGGAGAGGAA  pepF Forward - Spel + RBS + region

gtgaaaggcacaaaaggaaag homologa Clonacion
NP48 TGATAGGATCCttaagactgcttgactttcatcagc ~ pepF Reverse - BamHI + region homdéloga
ST39 ctggtcggagattgggatgatag amyE Forward (Trauth y
ST40 aatttccatgttgcgtaagtcag amyE Reverse Bischofs, 2014)
ST90 gatgaaatttccattgtttctgagc AKinA Forward
ST91 gggtgtaaataatgggtaccttag AKIinA Reverse _
ST116 gctgtactcacttggccagacc AkinB Forward Este trabajo
ST117 ccgaaacgatcagcaagcatg AKinB Reverse Verificacion
ST126 atcatttatcaactcttttacac PMAD Reverse (Dominguez et
SonSeq 14 ctgatggtcgtcatctacctgcec pMAD Forward al., 2014)
ST129 atgagtattcaacatttccgtgtc bla Forward (Trauth y
ST130 ttaccaatgcttaatcagtgagg bla Reverse Bischofs, 2014)




70

Tabla 4. Continuacion.

Codigo?* Secuencia (5°-3°)° Descripcion® Prop6sito Referencia
MAZ39 ttccattccgatggatttagac lacA Forward i
Este trabajo
MA40 acgtgcttctcctictcaatg lacA Reverse
SonSeq 18 atggcaagaacgttgctcga pDR111 Forward Verificacion (Mutlu et al.,
SonSeq 19 tacgtacgatctttcagccg pDR111 Reverse 2018)

! La codificacion de cada cebador corresponde a las iniciales del nombre del disefiador segln la base de datos del laboratorio donde se llevé a cabo
el trabajo.

2 Codificacion de letras: verde, nucléotidos afiadidos de novo; azul, sitio de unién al ribosoma (RBS); rojo, sitio de restriccion; mayusculas,
region no homologa; minusculas, regién homdloga

3 A, delecion limpia
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Tabla 5. Condiciones especificas de PCR para cada par de cebadores

) Tiempo de ]
Cebadores Fragmento diana T.(°C)%? B Ciclos®
elongacion (sec) 2

OppA corriente

NP11+NP04 66.7 30 30
arriba
NP12+NP05 OppA corriente abajo 64.9 30 30
NPO7+NPO8 SCM de pAX01 - (48.6) - (3 min) 30
NP09+NP10 oppA locus 68.8 (52.7) 75 (5 min) 35
OppA unién
NP11+NP12 fragmentos corriente 66.4 60 -
arriba y abajo
NP31+NP32 kinA 69.7 30 30
NP45+NP46 kinB 66.1 30 30
NP47+NP48 pepF 65.9 30 30
ST39+ST40 amyE 67.2 (53.6) 135 (11 min) 35
ST90+ST91 kinA locus 63.7 (48.9) 90 (5 min) 35
ST116+ST117 kinB locus 70.4 (53.7) (5 min) 35
SonSeq 14+ST126 SCM de pMAD - (41.7) - (3 min) 30
ST129+ST130 bla 65.2 15 30
MA39+MA40 lacA 66.7 (51.3) 135 (9 min) 35

! Los valores colocados entre paréntesis corresponden a las condiciones de PCR utilizadas
para la PCR de colonias

2 Los guiones en dichas columnas representan que los cebadores no se utilizaron para una
PCR con la polimerasa Phire o Phusion

3 El guién de esta columna quiere decir que se utilizé un protocolo especifico de PCR para
la fusion de los fragmentos corriente arriba y abajo (véase Seccién 4.9.2)
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Codigo! Nombre Genotipo? Referencia
) (Hartl et al.,
EIB-4 pAX01 lacA" ermB Pyyia XyIR 'lacA bla ColE1-ori
2001)
) ) (Arnaud et
EIB-28 pMAD Pcips bgaB pE194%-ori ermC bla ColE1-ori
al., 2004)
EIB-216 ) kinA corriente arriba y abajo Pcips bgaB
PMAD kinA ) _
pE194%-ori ermC bla ColE1-ori
EIB-217 ) kinB corriente arriba y abajo Pcips bgaB ]
PMAD kinB ) _ Este trabajo
pE194%-ori ermC bla ColE1-ori
EIB-284 amyE" aad9 Phyper-spank-SPOOF-yfp cfp-rapA
pDR111 FRET Y S p YR ERTE
lacl ‘amyE bla ColE1-ori
EIB-421 ) lacA' ermB Pyyia-kinA xyIR 'lacA bla ColE1-  (De Jong et
pAXO01 kinA )
ori al., 2010)
EIB-527 OppA corriente arriba y abajo Pcips bgaB
OMAD oppA pp - y abaj ?p g
pE194%-ori ermC bla ColE1-ori
EIB-543 _ lacA' ermB Pyyia-kinB xyIR 'lacA bla ColE1-
pAX01 kinB )
ori )
Este trabajo
EIB-543 lacA' ermB Pyyia-pepF xyIR 'lacA bla ColE1-
pAXO01 pepF )
ori
EIB-546 pDR111 FRET amyE'aad9 Phyper-spank-SPOOF(160G>A)-yfp

(D54N)

cfp-rapA xyIR 'amyE bla ColE1-ori

! La codificacion de cada plasmido responde a la base de datos del laboratorio donde se llevo

a cabo el trabajo. E: E. coli

2 gen', region corriente arriba; 'gen, regién corriente abajo; ts, termosensible; ori, origen de

replicacion
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Codigo! Nombre? Genotipo® Referencia
_ F- 980lacZAM15 A(lacZYA- argF)U169 recAl endAl ) )
- E. coli DH5a ] Invitrogen (Estados Unidos)
hsdR17(rk-, mk+) phoA supE44 thi-1 gyrd96 reld1 A-
BIB-224 Bacillus subtilis W168 IA700 trpC2 (Burkholder y Giles, 1947)
BIB-275 AphrA trpC2 AphrA
BIB-415 ArapAphrA AspoOF trpC2 ArapAphrA AspoOF
trpC2 ArapAphrA AspoOF amyE::[aad9 Phyper-spank-SPOOF-yf
BIB-625 Biosensor tipo FRET P PAP P VL yper spank”SP yP
cfp-rapA lacl] ]
trpC2 ArapAphrA AspoOF amyE::[aad9 P OF-yf Este trabajo
r ra rA AspoOF amyE::[aad9 Phyper-spank-SPOOF-
BIB-1553 kinA sobreexpresion P PAP P d ) yper spank-SP yP
cfp-rapA lacl] lacA::[ermB Pyya RBS kinA xyIR]
trpC2 ArapAphrA AspoOF amyE::[aad9 Phyper-spank-SPOOF-yf
BIB-1554  mutante kinA P PAPIEA 25p VL PperspankSPOTEYIP
cfp-rapA lacl] AkinA
) ) ) Donado por Leobardo Serrano
BIB-1557 Bacillus amyloliquefaciens - o
(UNAM, México)
trpC2 ArapAphrA AspoOF amyE::[aad9 Phyper-spank-SPOO0F-yf
BIB-1563  mutante oppA P PAP P v yper-spankSPOSEYIP
cfp-rapA lacl] AoppA )
trpC2 ArapAphrA AspoOF E::[aad9 P OF-yf Este trabajo
r ra rA AspoOF amyE::[aad9 Phyper-spank-SPOOF-
BIB-1612 pepF sobreexpresion P PAP P ¢ yper-sparicSP yP

cfp-rapA lacl] lacA::[ermB Pyyia RBS pepF xyIR]
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Tabla 7. Continuacion.

Codigo?* Nombre? Genotipo® Referencia

BIB.1615 utante KinB trpC2 ArapAphrA AspoOF amyE::[aad9 Phyper-spank-SPO0F-yfp
cfp-rapA lacl] AkinB
trpC2 ArapAphrA AspoOF amyE::[aad9 Phyper-spank-SPOO0F-yfp
cfp-rapA lacl] AkinA AkinB
trpC2 ArapAphrA AspoOF amyE::[aad9 Phyper-spank-SPO0F-yfp

cfp-rapA lacl] lacA::[ermB Pyya RBS kinB xyIR]

BIB-1616 mutante kinA-kinB

Este trabajo
BIB-1617 kinB sobreexpresion

trpC2 ArapAphrA AspoOF amyE::[aad9 Phyper-spank-
spo0F(150G>A)-yfp cfp-rapA lacl]

! La codificacion de cada cepa responde a la base de datos del laboratorio donde se llevé a cabo el trabajo. B: Bacillus

2 Todas las cepas corresponden a derivadas de la B. subtilis W168, excepto que se indique lo contrario, y el nombre resalta su caracteristica mas
importante

3 gen::[secuencia], integracion de la secuencia en el gen especifico; A, delecion limpia

BIB-1618 spoOF D54N
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10 ANEXOS

Anexo 1. Materiales y equipos

1

Reactivos

Bacto™ Tryptone (BD Biosciences, Alemania)

Cloruro de sodio (Sigma-Aldrich, Alemania)

BD Bacto™ Yeast Extract (BD Biosciences, Alemania)

BD Bacto™ Agar (BD Biosciences, Alemania)

Dihidrocloruro de espectinomicina pentahidratado (AppliChem, Alemania)
Eritromicina (AppliChem, Alemania)

Hidrocloruro de lincomicina (AppliChem, Alemania)

D-(+)-Glucose (Sigma-Aldrich, Alemania)

Acido morfolinopropano sulfénico (MOPS) (Serva, Alemania)

L-Triptofano (Sigma-Aldrich, Alemania)

Hidrocloruro de tiamina (AppliChem, Alemania)

Glutamato de potasio monohidratado (Sigma-Aldrich, Alemania)

Sulfato de hierro (11) heptahidratado (FeSO4*7H,0) (Sigma-Aldrich, Alemania)
Cloruro de manganeso (l1) tetrahidratado (MnCl>*4H,0) (Sigma-Aldrich, Alemania)
Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO4*7H0) (Sigma-Aldrich, Alemania)
Cloruro de zinc (ZnCl,) (Sigma-Aldrich, Alemania)

Cloruro de calcio (CaCly) (Sigma-Aldrich, Alemania)

Fosfato de potasio monobasico (KH2PO4) (Sigma-Aldrich, Alemania)

Fosfato de potasio dibasico trihidratado (K:HPO4*3H20) (Sigma-Aldrich, Alemania)
Sulfato de amonio ((NH4)2SOs) (Sigma-Aldrich, Alemania)
Isopropil-p-D-1-tiogalactopiranoésido (IPTG) (Sigma-Aldrich, Alemania)
5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-D-galactopiranésido (X-Gal) (Sigma-Aldrich, Alemania)
Hidrolisado de caseina (Carl Roth, Alemania)

Citrato de sodio tribasico tetrahidratado (Sigma-Aldrich, Alemania)

Dihidrocloruro de espectinomicina pentahidratado (Sigma-Aldrich, Alemania)
Hidroxido de potasio (Sigma-Aldrich, Alemania)

Hidroxido de sodio (Sigma-Aldrich, Alemania)

L-Glutamato (Sigma-Aldrich, Alemania)

L-Alanina (Sigma-Aldrich, Alemania) (Sigma-Aldrich, Alemania)
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L-Asparagina monohidratada (Sigma-Aldrich, Alemania)

Cloruro de amonio (NH4CI) (Sigma-Aldrich, Alemania)

Sulfato de sodio (Na2SQO4) (Sigma-Aldrich, Alemania)

Nitrato de amonio (NHsNO3) (Sigma-Aldrich, Alemania)

Cloruro férrico hexahidratado (FeCls*6H20) (Sigma-Aldrich, Alemania)
Sulfato de manganeso (11) tetrahidratado (MnSO4*4H,0) (Sigma-Aldrich, Alemania)
Cloruro de magnesio hexahidratado (MgCl,*6H20)

Phire Hot Start 11 DNA Polymerase (ThermoFisher Scientific, Alemania)
5X Phire Reaction Buffer (ThermoFisher Scientific, Alemania)

Phusion Hot Start II DNA Polymerase (ThermoFisher Scientific, Alemania)
5X Phusion HF Buffer (ThermoFisher Scientific, Alemania),

Q5® Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase (New England BioLabs, Alemania)
5X Q5 Reaction Buffer (New England BioLabs, Alemania)

5X Q5 High GC Enhancer (New England BioLabs, Alemania)

dNTP Mix (10 mM) (ThermoFisher Scientific, Alemania)

Enzimas de restriccion: Dpnl, BamHI, Spel, Sall, Bglll (New England BioLabs,
Alemania)

CutSmart® Buffer 10X (New England BioLabs, Alemania)

T4 DNA Ligase (New England BioLabs, Alemania)

T4 DNA Ligase Buffer 10X (New England BioLabs, Alemania)

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (ThermoFisher Scientific, Alemania)
PCR Master Mix 2X (ThermoFisher Scientific, Alemania)

DNA Gel Loading Dye 6X (ThermoFisher Scientific, Alemania)
Tris-acetato EDTA (TAE) 10X

Solucién tamponadora de fosfato (PBS) 10X

Agarosa ultrapura (Sigma-Aldrich, Alemania)

SYBR Safe (Invitrogen, Estados Unidos)

QIlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Alemania)

NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel, Alemania)

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Estados Unidos)
Lisozima de huevo de gallina (Sigma-Aldrich, Alemania)

Etanol 99 % (Universidad de Heidelberg, Alemania)
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Materiales

Cajas Petri desechables de 20 mm

Guantes desechables de latex

Guantes desechables de nitrilo

Cubetas de cuarzo

Asas calibradas desechables de 10 pL

Tubos de vidrio de 15 x 150 mm

Puntas de pipeta desechables de 1000 pL

Puntas de pipeta desechables de 20-200 pL

Puntas de pipeta desechables con filtro de 1100 pL

Puntas de pipeta desechables con filtro de 200 pL

Puntas de pipeta desechables con filtro de 20 pL

Puntas de pipeta desechables con filtro de 10 puL

Membrana de Poliestersulfona (PES) de 0.2 um (VWR, Alemania)
Jeringas desechables de 15 mL

Tubos eppendorfde 1.5y 2 mL

Tubos para PCR con tapa plana

Tubos de centrifuga desechables de 15y 50 mL

Matraz de vidrio de 100, 200 y 1000 mL

Placas porta y cubre objetos

Equipos

Centrifuga de trabajo Alegra X-12R (Beckman Coulter GmbH, Alemania)
Microcentrifuga Heraeus™ Pico™ [7 (ThermoFisher Scientific, Alemania)
Termociclador C1000 Touch™ Thermal Cycler (Bio-Rad, Alemania)
Microscopio de fluorescencia invertido Olympus 1X81 (Olympus, Japon)
Microscopio de fluorescencia invertido Olympus IX71 (Olympus, Japon)
Incubadora con sistema de agitacion Multitron Standard (Infors HT, Alemania)
Incubadora Heraeus 6000 (ThermoFisher Scientific, Alemania)
NanoDrop 1000c (ThermoFisher Scientific, Alemania)
Fotodocumentador Gel Doc™ XR+ Gel Documentation System (Bio-Rad, Alemania)
TKA GenPure UV-TOC (ThermoFisher Scientific, Alemania)

Biometra TS1 ThermoShaker (Analytik Jena, Alemania)
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e Balanza analitica Sartorius® - CP124S (Sartorius, Alemania)
e Turbidimetro Ultrospec 10 (Biochrom, Alemania)
e Potenciometro Eutech pH 5+ (Eutech Instruments, Alemania)

e Vortex Reax top (Heidolph, Alemania)

Anexo 2. Composicién de los medios de cultivo

1 Medio de Lisogenia (LB)

El caldo LB se prepar6 con 10 g de Bacto™ Tryptone (0.025 %), 5 g de Bacto™
Yeast Extract (0.2 %) y 10 g de cloruro de sodio que se disolvieron en 950 mL de agua grado
reactivo tipo 1. Se corrigio el pH a 7 con NaOH 1 M y se afiadi6 agua hasta alcanzar 1000
mL. Para el agar LB se afiadi6 BD Bacto™ Agar en concentracion 1.5 % (m/v). Ambos
medios se autoclavaron por 30 minutos a 15 libras de presion y 121 °C (Cutting y Vander,
1990).

2 Medio minimo S7s50

El medio minimo S750 se prepar6é el mismo dia de cada experimento a partir de
soluciones estériles de cada componente. EI medio consistié en solucién tamponadora
fosfato de potasio (4 mM), sulfato de amonio (8 mM), MOPS (50 mM), glucosa (1 %),
glutamato de potasio (0.1 %), triptofano (50 pg/mL), cloruro de manganeso (I1)
tetrahidratado (50 pM), sulfato férrico heptahidratado (5 pM), sulfato de magnesio
heptahidratado (2 uM), tiamina (2 uM), cloruro de zinc (1 M) y cloruro de calcio (700 nM)
(Vasantha y Freese, 1980).

3 Medio SpC

El medio minimo SpC se preparo6 el mismo dia del experimento a partir de soluciones
estériles de cada componente y se mantuvo a 37 °C hasta su inoculacién. Este medio
consistid en sulfato de amonio (15 mM), fosfato de potasio dibasico trihidratado (80 mM),
fosfato de potasio monobasico (44 mM), citrato de trisodio dihidratado (3.4 mM), glucosa
(0.5 %), sulfato de magnesio (0.018 %), Bacto™ Yeast Extract (0.2 %), Bacto™ Tryptone
(0.025 %) y L-triptofano (20 pg/mL) (Cutting y Vander, 1990).

4 Medio Spll

El medio minimo Spll se prepar6 el mismo dia del experimento a partir de soluciones

estériles de cada componente y se mantuvo a 37 °C hasta su inoculacion. Este medio
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consistid en sulfato de amonio (15 mM), fosfato de potasio dibasico trihidratado (80 mM),
fosfato de potasio monobasico (44 mM), citrato de trisodio dihidratado (3.4 mM), glucosa
(0.5 %), sulfato de magnesio (0.084 %), cloruro de calcio (0.5 mM), Bacto™ Yeast Extract
(0.1 %), Bacto™ Tryptone (0.01 %) y L-triptéfano (20 pg/mL) (Cutting y Vander, 1990).

5 Medio de crecimiento

El medio definido de crecimiento (GM, por sus siglas en inglés) se prepard el mismo
dia del experimento a partir de soluciones estériles de cada componente. El medio consistié
en hidrolisado de caseina (9.4 mg/mL), L-glutamato (25 mM), L-alanina (14 mM), L-
asparagina (10.5 mM), fosfato de potasio monobaésico (10 mM), cloruro de amonio (25 mM),
sulfato de sodio (775 uM), nitrato de amonio (1.3 mM), cloruro férrico hexahidratado (37
HM), sulfato de magnesio heptahidratado (425 uM), cloruro de calcio (0.002 %), sulfato de
manganeso (I1) tetrahidratado (98 uM) y L-triptéfano (20 pg/mL). El triptéfano sélo se
afiadi6 para el cultivo de Bacillus subtilis W168 y las cepas derivadas de este (Nicholson y
Setlow, 1990).

6 Medio de esporulacion

El medio definido de esporulacion (SM) se prepard el mismo dia del experimento a
partir de soluciones estériles de cada componente. EI medio consistié en cloruro férrico
hexahidratado (3 puM), cloruro de magnesio hexahidratado (37 uM), cloruro de manganeso
(1) tetrahidratado (90 uM), cloruro de amonio (9 mM), sulfato de sodio (670 uM), fosfato
de potasio monobasico (450 uM), nitrato de amonio (1 mM), L-glutamato (0.2 % m/v),
cloruro de calcio (1 mM), sulfato de magnesio (40 mM) y L-triptéfano (20 pg/mL). El
triptéfano sélo se afiadio para el cultivo de Bacillus subtilis W168 y las cepas derivadas de
este (Nicholson y Setlow, 1990).

Anexo 3. Protocolo experimental de la plataforma XCellence
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El protocolo de FRET-fotoblanqueo se aplicé en cada punto enfocado de la muestra

(véase Seccion 4.4)



Anexo 4. Script para calculo de la eficiencia FRET

dataname="20180113b";
datap=load(dataname);
%% get points
time=datap(:,1);
data=[time,datap(:,2),datap(:,3)];
figure
plot(time,data(:,3),time,data(:,2))
[xm, ym] = getpts;
close
%%
inds(1)=1;
for i=2:(length(xm)+1)
inds(i)=find(time>xm(i-1),1, first");
end
inds(length(inds)+1)=length(time);
%% loop for fitting
linels=[];
line2s=[];
meanb=[];
meana=[];
frets=[];
fitrange=[];
for i=2:length(inds)
figure
plot(time(inds(i-1):inds(i)),data(inds(i-1):inds(i),3))
title(num2str(i-1));
[x, y] = getpts; %get specified datapoints from graph
close
%choose data from the table and make two new ones
x1=time(x(1)<=time & time<=x(2));
yl=data(x(1)<=time & time<=x(2),3);
x2=time(x(3)<=time & time<=x(4));
y2=data(x(3)<=time & time<=x(4),3);

linel=fliplr(robustfit(x1,y1)"); %estimate the data with a line
line2=fliplr(robustfit(x2,y2)");
meanb(end+1)=mean(yl);
meana(end+1)=mean(y2);
linels=[linels;linel];
line2s=[line2s;line2];
fitrange(:,end+1)=[x(1),x(2),x(3),x(4)];
FRET=1-(line1(1)*x(3)+linel(2))/(line2(1)*x(3)+line2(2)); %calculate value of lines and fret

frets=[frets;FRET];

% figure

% plot(x1,y1,x2,y2,x1,x1*linel(2)+linel(1),x2,x2*line2(2)+line2(1))

% title(files(i));

end

sprintf('your results:")

frets

linels(:,1);

linels(:,2);

line2s(:,1);

line2s(:,2);

% meanb’

% meana’

% fitrange

%% mean and standard desviation

FRETa=frets(1:2:end);
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FRETb=frets(2:2:end);

if isequal(size(FRETa,1),size(FRETb,1))
FRETd=[FRETa FRETb];

else
FRETd=NaN(size(FRETa,1),2);
FRETd(:,1)=[FRETa];
FRETd(:,2)=[FRETb;NaN];

end

display(FRETd)

for j=1:size(FRETd,1)
rows=FRETd(j,:);
FRETSstd(j,:)=nanstd(rows);

end

display(FRETstd);

for k=1:size(FRETd,1)
rows=FRETd(k,:);
FRETm(k,:)=nanmean(rows);

end

display(FRETm)

%% saving

save([dataname,"_results_v21,

'linels','line2s','meanb’,'meana’, frets', fitrange','inds','datap’,'dataname’,'FRETd','FRETstd', FRETm")

Anexo 5. Script para ajuste de resultados en base al modelo

%% Experimental parameters

cellf=1.19*10"8; % number of cells per mL*OD

nc=0.5*1.6*cellf; % number of cells in OD 1.6

vin=0.973 *10"-15; % intracellular volume

vex=500*10"-6; % extracellular volume

%% data

%phra --> PhrA concentration from dose response experiment

%phran --> PhrA concentration from competition experiment with 10 nM PhrA

%scrn --> SCR-PhrA concentration from competition experiment with 10 nM PhrA

%freta --> fret values from dose response experiment

%fretb --> fret values from intracellular phrA experiment

%fretc --> fret values from extracellular phrA experiment

%fretn --> fret values from competition experiment with 10 nM PhrA

%fretu --> fret values from competition experiment with 10 pM PhrA

% timev=[time intracellular, time extracellular, time dose response, time competition]
timev=[timeil0,timee10,6*ones(size(phrad)),6*ones(size(phran)),6*ones(size(phrau))]; % experimental time
vector

% fretm=[intracellular, extracellular, dose response, competition nM, competition uM]
fretmv=[fretilOm,frete10m,fretdm,fretnm,fretum]; % mean fret values vector

% phracv=[intracellular, extracellular, dose response, competition nM, competition uM]
phracv=[0.01*ones(size(timeil0)),0.01*ones(size(timeel0)),phrad,phran,phrau]; % PhrA concentration vector
% srcv=[intracellular, extracellular, dose response, competition nM, competition uM]
scrcv=[zeros(size(timeil0)),zeros(size(timeel0)),zeros(size(phrad)),scrn,scru]; % SCR-PhrA concentration
vector

% ioev=[intracellular, extracellular, dose response, competition nM, competition uM]
ioev=[zeros(size(timeil0)),ones(size(timeel0)),zeros(size(phrad)),zeros(size(phran)),zeros(size(phrau))]; %
that allow to choose between intracellular or extracellular experiment

% extra vectors

vexv=vex*ones(size(timev)); % extracellular volume vector

timenv=6*ones(size(timev)); % time normalized vector

% vector compilation

X=[phracv;scrcv;timev;vexv;timenv;ioev];

%% Parameters degradation rate

gammai=0;

gammae=0;

%% Full model
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fullfit=@(x) (fretmv-fimportpeptide(X,vin,nc,[x(1).*10"-12 x(2) x(3) x(4:5) 0 0])); % this is the function to be
minimized data - modelvalues, x are the fitting parameters
options=optimset('Display','iter','Algorithm’,'levenberg-marquardt’);
[xa,fval,exitflag,output,jacobian]=fsolve(@ (x)fullfit(x),[0.01 0.01 20 0.11 0.06 0.09 0.05],options);
xa % estimated parameters
confi=nlparci(xa,fullfit(xa), jacobian',jacobian); % simple confidence interval estimate
figure;
hold on
bar([fretmv;fretmv-fullfit(xa)]");
legend('Data’,'Fitted Model");
hold off
%% Calculate Thresholds for F- Statistics
rssf=sum(fval."2);
nex=size(X,2); % number of data points
np=size(xa,2); % number of parameters
flevel=icdf('f',0.95,np,nex-np).*np./(nex-np); % 95 % confidence level
flevel2=icdf('f',0.99,np,nex-np).*np./(nex-np); % 99% confidence level
Rssthro5=(flevel+1).*rssf; % 95 % confidence level RSS threshold
Rssthr99=(flevel2+1).*rssf; % 99 % confidence level RSS threshold
%% Estimate Parameter Confidence intervals based on F-Statistics
% each fitting parameters is sequentially minimized or maximized with the restriction that
% RSS < RSS Thr
inds=[1:5,1:5];
%Xxa =[0.176984172445485 0.071177222490470 43.015142177284815 0.108591052156039
0.067372050572998 0.090000000000000 0.050000000000000];
% optsf=optimset('Algorithm','sqp’,...
% '‘MaxFunEvals',80000, Display',iter");
optsf=optimset('Algorithm','interior-point’,...
'MaxFunEvals',80000, Display','iter");
% optsf=optimset('Algorithm','active-set',...
% '‘MaxFunEvals',80000, Display','iter’);
fori=1:10
if i<=5
minfun=@(x) ((x(inds(i)).”1)) % this function is actually minimized
fullfit=@(x) (fretmv-fimportpeptide(X,vin,nc,[x(1).*10"-12 x(2) x(3) x(4:5) 0 0])); % Fitting function
gives the condition
mycon=@(x) deal((sum(fullfit(x).~2)-Rssthr95),[]) % Calculate condition RSS < RSS thr
[xfm,fval]=fmincon(@(x)minfun(x)xa,[],01.[0.00,0© 0 0 0 0 O O0],[104 104 104 1 1 1
1],@(x)mycon(x),optsf) % Conditional minimization function
xlo(i)=xfm(inds(i));
xlos{i}=xfm;
rssu(i)=sum(fullfit(xfm).”2);
else
minfun=@(x) ((x(inds(i))."-1))
fullfit=@(x) (fretmv-fimportpeptide(X,vin,nc,[x(1).*10"-12 x(2) x(3) x(4:5) 0 0]));
mycon=@(x) deal((sum(fullfit(x).~2)-Rssthr95),[])
[xfm,fval]=fmincon(@(x)minfun(x),xa,[1,[1.[1.[J,J0 0 0 0 O O O0],[1004 1074 10" 1 1 1
1],@(x)mycon(x),optsf)
Xlu(i-5)=xfm(inds(i));
Xlus{i-5}=xfm;
rsso(i-5)=sum(fullfit(xfm). 2);
end
end
xlo % lower confidence boundary
xlu % upper confidence boundary
%%
save(fittedfret_pablo_v5_ final.mat’)
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Anexo 6. Especificidad del biosensor
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Diagrama de barras que muestra la eficiencia FRET promedio de células sin estimulo y
estimuladas con diferentes oligopéptidos de la familia Phr. Todos los péptidos, a excepcién
de PhrA, no tuvieron efecto en la respuesta FRET pues mantuvieron el mismo nivel de las
células sin estimulacion. Las barras de error corresponden a la desviacién estandar. Tiempo
de estimulacién: 6 minutos (Figura donada por Heiko Babel).

Anexo 7. Alineamiento de las secuencias de PhrA en el género Bacillus

Organismo Proteina
Bacillus subtilis W168 PhrA
Bacillus halotolerans PhrA

Bacillus amyloliquefaciens Y2  PhrA
Bacillus velezensis FZB42 PhrA

Bacillus atrophaeus hypothetical protein
Bacillus licheniformis hypothetical protein
Bacillus tequilensis hypothetical protein
Bacillus siamensis hypothetical protein
Bacillus mojavensis hypothetical protein
Bacillus cereus hypothetical protein

Codigo de acceso

NP_389126.1
WP_044156269.1
AFJ61348.1
ABS73609.1
WP_088116973.1
WP_075745493.1
WP_024716407.1
WP_016936467.1
WP_010333880.1
CUB25558.1

sefial para exportaciony procesamiento  PhrA

...........

MKEKNEvTELLLVvAVEFSFE@vMVHABETADAEBKEFH 1 AARNGE -
----- MSEBLLLVAVEFEFTEEY  BHESHLENGADEBTEFH 1 AARNET -
MKEKLLEBLLLVvAVEFEFTEEY I BHESHLENGADETFHV AARNGH -
MKSKLMEBLLLVAVEFSFEEVMPHABETRADKTEENTFE ! AARNGH -
MKEKEMEELLLVAVEFEBFEEVMVHABERA BKAFHI AARNGHE -
MKSKEvSELLLVAVEFSFTAEM vHTEBER A SNEFHI AARNEER
MKEKLLEBLLLVAVEFEFTEE ' BHESHLE PDETFH I AARNGT -
MKEKEvEELL I vAvVFEFTAEM VHABETADTEBKEFH 1 AARNEMN -
MKEKEvEELLLVA I BFEFTEVMVHABETABAEBKTFH 1 AARNGH -

Las secuencias se tomaron de la base de datos del NCBI (Estados Unidos). La porcion
funcional del pentapéptido esta altamente conservada en varias especies del género Bacillus.
No obstante, en muchos de ellos ain no se conoce la funcién exacta del péptido ni se ha

asignado un nombre.
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Anexo 8. Cinética de produccion de PhrA de B. subtilis W168
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Diagra de puntos que muestra la eficiencia FRET promedio de dos réplicas bioldgicas de
cultivos esporulantes de B. subtilis W168. El eje Y derecho muestra la concentracion de
PhrA en el sobrenadante calculada con el modelo. Posterior a la cuarta hora la produccion
de PhrA cesa completamente. La zona gris tenue denota la eficiencia FRET correspondiente
a una concentracion extracelular de PhrA de 0 nM. Tiempo de estimulacion: 21 minutos

Anexo 9. Cepa mutante OppA-deficiente

Cepa silvestre AoppA

0.12f 1 1 M
'|ns %k
I Nl

—0.08} 1
- 1
L
14
L

0.04|

0

[CIsin estimulo EEIPhrA 10 nv IlllPhrA 10 pM|

Diagrama de barras que muestra la eficiencia FRET promedio de células sin estimulo y
estimuladas con PhrA 10 nM y PhrA 10 puM de dos cepas de B. subtilis: cepa silvestre y
mutante OppA. La cepa mutante muestra resistencia a la estimulacién con PhrA. Ambas
cepas no exhiben diferencias significativas en la eficiencia FRET sin estimulo (p=0.58). Por
otro lado, las diferencias fueron altamente significativas al comparar la eficiencia FRET con
estimulo PhrA 10 nM (p<0.01) y PhrA 10 pM (p<0.01) de ambas cepas. De la misma
manera, al comparar la respuesta de la cepa silvestre sin estimulo y la cepa mutante con y
sin estimulo no se hallaron diferencias significativas (p=0.06). Las franjas gris, amarilla y
roja indican el nivel de eficiencia FRET de la cepa silvestre. Las barras de error corresponden
a la desviacion estandar. Tiempo de estimulacion: 6 minutos. Pruebas estadisticas: T-
Student, ANOVA de una via




Anexo 10. Sobreexpresion de la peptidasa PepF
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Diagrama de barras que muestra la eficiencia FRET promedio de células sin estimulo y
estimuladas con PhrA 10 nM y PhrA 10 uM de dos cepas de B. subtilis: cepa silvestre y con
sobreexpresion de pepF. Esta cepa exhibe una respuesta FRET ligeramente mayor al nivel
de la cepa silvestre en la estimulacion saturante de PhrA. Ambas cepas mostraron diferencias
significativas en la eficiencia FRET con estimulo PhrA 10 uM (p=0.02). Por otro lado, el
nivel de las células sin estimulo y con estimulo PhrA 10 nM de ambas cepas fue el mismo
(p>0.31). Las franjas gris, amarilla y roja indican el nivel de eficiencia FRET de la cepa
silvestre. Las barras de error corresponden a la desviacion estandar. Tiempo de

estimulacion: 6 minutos. Prueba estadistica: T-Student

Anexo 11. Script para la cuantificacion de PhrA en sobrenadantes de cultivos

esporulantes

%% load parameters
data=load(‘fittedfret_pablo_v5_final','xa’);
parameters=data.xa;

clear data
parameters(1)=parameters(1)*10-12;

%% calculation of intracellular concentration
for i=1:length(fretamym)

Syms X

eqn=fretamym(i) == parameters(4)-(parameters(5)*(x./(parameters(3)+x)));

solx=vpasolve(egn,x);
ciaamy(i)=solx;

end

clear solx

for i=1:length(fretamym)
syms X

egn=fretwtm(i) == parameters(4)-(parameters(5)*(x./(parameters(3)+x)));
solx=vpasolve(eqgn,x);
ciawt(i)=solx;

end

clear solx

for i=1:length(fretamym)
Syms X

egn=fretphram(i) == parameters(4)-(parameters(5)*(x./(parameters(3)+x)));

solx=vpasolve(eqn,x);
ciaphra(i)=solx;



86

end

clear solx

%% calculation of extracellular concentration

vex=2000*10"-6;

cellf=1.19*10"8;

nc=0.5*1.6*cellf;

vin=0.973 *10"-15;

gammae=0;

gammai=0;
ceaamy=ec50(21,parameters(1),parameters(2),nc,vex,vin,ciaamy);
ceawt=ec50(21,parameters(1),parameters(2),nc,vex,vin,ciawt);
ceaphra=ec50(21,parameters(1),parameters(2),nc,vex,vin,ciaphra);

Anexo 12. Verificacién de mutagénesis puntual dirigida (D54N)

GACATTGTGACAAAAGAACGGCCCGACCTTGTGCTGTTGRACATGAAAATTCCCGGCATGGACGGAATCGAAATCTTAAAAC

A
MW\WVWMWM«WMWWWWWV\[\M\’M/VW\/\WW\M\/\NW\M

SDeToRABEN T T T T T T PR E R T T T PR R F T e TR R F R T PR P PR r R e T PR R e e e R R R e
B [ BeECRmEACATTENEAC AARREARCEECCCEACCTBNECTaTTEaACATEARAATTCCCBEcATREACREARTCEARATCRTARAACEE
2 spooF(0s4N) BCECHTEACATTEREACARAARAACRRCCCBACCHTETECETTEANcATRARAARTCCcEBCATREACRRNANCRARANCTTANARCEE

C er - BYEIR ¢ REY FHREBYBHF A NGLEA B HKERPHL v Uk PBUBE! B KRuKY  BER) Y 1A vBE B EBKELE
2.spo0F(D54N) BAYEIRILLNEVFNKEEYAR-@AANELEALD VKERPBLYVLLEWK I PEMBE ! EI LKRuKV IBENIRV I i nEAYBELBH 1 BESKELE
A: Resultado de secuenciacion del plasmido EIB-546. La base con la mutacion deseada esta
encerrada en un cuadrado azul. B: Alineamiento de la secuencia de ADN nativa de SpoOF
con la obtenida de la secuenciacion. C: Alineamiento de la secuencia peptidica nativa de
SpoOF con la secuencia peptidica predicha segun el resultado de la secuenciacién. La
ausencia de asterisco (*) denota la mutacion deseada. Alineamientos realizados en el
programa Mega7.
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Tabla 1. Resultados de curva dosis-respuesta. Los datos corresponden a los experimentos realizados por Heiko Babel y Pablo Naranjo. La
informacién se incluyo en la variable FRETd utilizada para el ajuste (Anexo 5)

PhrA [nM]

0 0.01 0.05 0.1 0.3 0.5 1 3 5 10 20 30 50 100 500 1000 5000 10000 108
0.1069 0.1121 0.1083 0.1004 0.1088 0.1036 0.1138 0.0936 0.0856 0.0676 0.0423 0.0539 0.0486 0.0492 0.0433 0.0514 0.0423 0.0434 0.0395
0.1218 0.1097 0.1068 0.1200 0.1001 0.1014 0.1088 0.0890 0.0802 0.0777 0.0501 0.0493 0.0453 0.0512 0.0434 0.0459 0.0435 0.0443 0.0414
0.0986 0.1104 0.1151 0.0997 0.1148 0.1102 0.0913 0.1123 0.0741 0.0549 0.0482 0.0708 0.0545 0.0397 0.0405 0.0314 0.0505 0.0261 0.0502
0.1147 0.1095 0.1167 0.1127 0.1019 0.1135 0.1051 0.1065 0.1002 0.0768 0.0749 0.0497 0.0549 0.0451 0.0521 0.0402 0.0489 0.0381 0.0500
0.1097 0.1116 0.1167 0.1034 0.1091 0.0926 0.0937 0.0683 0.0813 0.0653 0.0415 0.0490 0.0584 0.0488 0.0448 0.0469 0.0478 0.0448
0.1100 0.1033 0.1160 0.0934 0.1103 0.0978 0.0881 0.0708 0.0688 0.0653 0.0487 0.0494 0.0468 0.0476 0.0433 0.0470 0.0424 0.0466
0.1231 0.1121 0.1186 0.1001 0.1158 0.1087 0.0891 0.0678 0.0903 0.0725 0.0446 0.0564 0.0582 0.0535 0.0446 0.0545 0.0657 0.0489
0.1139 0.1171 0.1181 0.1057 0.1156 0.0976 0.1165 0.0729 0.0699 0.0681 0.0657 0.0554 0.0549 0.0559 0.0422 0.0509 0.0422 0.0477
0.1126 0.1178 0.1151 0.1044 0.1132 0.1043 0.0816 0.0708 0.0457 0.0513 0.0468 0.0509 0.0476 0.0379 0.0445
0.1006 0.1145 0.1113 0.1052 0.1159 0.0990 0.0796 0.0677 0.0482 0.0509 0.0484 0.0523 0.0489 0.0377 0.0461
0.1112 0.1069 0.1065 0.0970 0.0600 0.0474 0.0458 0.0459
0.1237 0.0994 0.1164 0.0955 0.0752 0.0472 0.0491 0.0431
0.1006 0.0996 0.1013 0.0893 0.0749 0.0425 0.0421 0.0562
0.1106 0.1134 0.0990 0.0885 0.0725 0.0467 0.0390 0.0504
0.0917 0.1140 0.1043 0.0976 0.0762 0.0516 0.0512 0.0565
0.1046 0.1087 0.1002 0.0992 0.0808 0.0551 0.0534 0.0389
0.1073 0.1120 0.0899 0.0968 0.0639 0.0481 0.0490 0.0457
0.1092 0.0834 0.0921 0.0604 0.0515 0.0509 0.0432
0.1143 0.1061 0.0783 0.0457
0.1108 0.1028 0.0776 0.0433
0.1124 0.1059 0.0754 0.0421
0.1118 0.1062 0.0757 0.0395
0.1117 0.0517
0.1099 0.0485
0.1145 0.0450
0.1131 0.0504

0.1215
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PhrA [nM]
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0.1203
0.1193
0.1156
0.1208
0.1181
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0.1188
0.1166
0.1187




Anexo 13. Continuacion...

89

Tabla 2. Resultados de la cinética intracelular. Los datos corresponden a los experimentos
realizados por Heiko Babel y Pablo Naranjo. La informacién se incluyo en la variable
FRETI10 utilizada para el ajuste (Anexo 5)

Tiempo de estimulacion (min)

0 1 15 2 2.5 3 6 11 21
0.0983 0.0946 0.0826 0.0806 0.0715 0.0796 0.0705 0.0658 0.0631
0.1262 0.1018 0.0783 0.0870 0.0728 0.0819 0.0736 0.0695 0.0758
0.1170 0.1061 0.0794 0.0840 0.0802 0.0806 0.0730 0.0669 0.0702
0.1049 0.0949 0.0763 0.0746 0.0785 0.0709 0.0673 0.0664 0.0626
0.0940 0.0819 0.0977 0.0696 0.0663 0.0757 0.0666 0.0664
0.1060 0.0892 0.0949 0.0728 0.0700 0.0709 0.0742 0.0694
0.1101 0.0903 0.0812 0.0754 0.0721 0.0716 0.0717
0.1097 0.0927 0.0804 0.0784 0.0732 0.0709 0.0721
0.1045 0.0975 0.0855 0.0766 0.0622 0.0729 0.0717
0.1038  0.0957 0.0818 0.0757 0.0626 0.0613 0.0725
0.1054 0.0922 0.0735 0.0688 0.0712 0.0604 0.0599
0.1054 0.0944 0.0714 0.0699 0.0701 0.0625 0.0616
0.0985 0.0941 0.0717 0.0802 0.0767 0.0705 0.0642
0.1029 0.0889 0.0737 0.0750 0.0722 0.0700 0.0647
0.1200 0.1060 0.0850 0.0789 0.0817 0.0715 0.0604
0.1203 0.1062 0.0833 0.0790 0.0814 0.0769 0.0598
0.1177 0.1076 0.0842 0.0869 0.0750 0.0704
0.1168 0.1060 0.0835 0.0858 0.0754
0.1192 0.1083 0.0919
0.1180 0.1096 0.0923

Tabla 3. Resultados de la cinética extracelular. Los datos corresponden a los

experimentos realizados por Heiko Babel y Pablo Naranjo. La informacion se incluyé en la

variable FRETe10 utilizada para el ajuste (Anexo 5)

Tiempo de extraccion del sobrenadante (min)

0 2 3 6 11 21
0.0763 0.0819 0.0956 0.0885 0.0935 0.1004 0.1072
0.0828 0.0838 0.0985 0.0921 0.1028 0.1147 0.1045
0.0697 0.0660 0.0972 0.0808 0.0941 0.0984 0.1090
0.0814 0.0839 0.0986 0.1014 0.1097 0.1186 0.1167
0.0618 0.0843 0.0882 0.0979 0.1004 0.1011 0.1034
0.0660 0.0828 0.0881 0.0953 0.0991 0.0980 0.1030
0.0833 0.0848 0.1016 0.1007 0.1030 0.1010 0.1066
0.0820 0.0767 0.0997 0.0970 0.1027 0.1020 0.1005
0.0796 0.0728 0.0961 0.0941 0.0982 0.0990 0.1056
0.0809 0.0748 0.0976 0.0923 0.1006 0.0984 0.1093

0.0878 0.1069 0.1114 0.1163 0.1189
0.0845 0.1068 0.1125 0.1125 0.1195
0.0828 0.1019 0.1035 0.0943 0.1152
0.0830 0.1012 0.1026 0.1119 0.1159
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Anexo 13. Continuacién.

Tabla 4. Resultados del experimento de competicion a nivel de internalizacion con
PhrA 10 nM. Los datos corresponden a los experimentos realizados por Pablo Naranjo. La
informacién se incluyo en la variable FRETn utilizada para el ajuste (Anexo 5)

PhrA mutado [UM]

0 0.01 0.05 0.1 0.5 1 5 10 20 50 100

0.0659 0.0657 0.0762 0.0703 0.0898 0.0947 0.1097 0.1020 0.1045 0.1082 0.1111
0.0670 0.0647 0.0736 0.0702 0.0836 0.0914 0.1094 0.1033 0.1024 0.1081 0.1091
0.0732 0.0761 0.0758 0.0767 0.0890 0.1000 0.1078 0.1072 0.1080 0.1109 0.1101
0.0750 0.0771 0.0793 0.0761 0.0887 0.0962 0.1047 0.1095 0.1073 0.1099 0.1101
0.0736 0.0780 0.0805 0.0682 0.0927 0.0836 0.1164 0.1110 0.1018 0.1137 0.1066
0.0714 0.0772 0.0805 0.0664 0.0895 0.0808 0.1159 0.1112 0.0979 0.1172 0.1071
0.0802 0.0698 0.0772 0.0811 0.0855 0.1002 0.1098 0.1060 0.1121 0.1137 0.1192
0.0801 0.0668 0.0748 0.0811 0.0883 0.0992 0.1078 0.1028 0.1117 0.1151 0.1178
0.0632 0.0788 0.0793 0.0830 0.0940 0.0991 0.1138 0.1145 0.1137 0.1090 0.1163
0.0612 0.0755 0.0794 0.0779 0.0825 0.0982 0.1117 0.1086 0.1129 0.1098 0.1180
0.0760 0.0797 0.1129 0.1165
0.0787 0.0773 0.1101 0.1124
0.0769
0.0736
0.0764
0.0759
0.0792
0.0749
0.0786
0.0800

Tabla 5. Resultados del experimento de competicion a nivel de internalizacion con
PhrA 10 uM. Los datos corresponden a los experimentos realizados por Pablo Naranjo. La
informacion se incluyo en la variable FRETu utilizada para el ajuste (Anexo 5)

PhrA mutado [uM]

0 0.01 0.1 1 10 20 100
0.0442 0.0418 0.0440 0.0430 0.0449 0.0429 0.0419
0.0452 0.0462 0.0459 0.0440 0.0431 0.0436 0.0433
0.0447 0.0487 0.0430 0.0363 0.0435 0.0479 0.0523
0.0427 0.0475 0.0395 0.0411 0.0421 0.0418 0.0519

0.0438 0.0479 0.0455 0.0504 0.0443 0.0430
0.0461 0.0452 0.0448 0.0498 0.0452 0.0475
0.0509 0.0479 0.0522 0.0532 0.0489 0.0494
0.0472 0.0513 0.0529 0.0465 0.0500 0.0482
0.0478 0.0445 0.0478 0.0476 0.0444 0.0498

0.0464 0.0508 0.0460 0.0455 0.0467 0.0506
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Anexo 14. Valores de eficiencia FRET utilizados para las figuras

Tabla 1. Resultados de especificidad y sensibilidad. A partir de estos datos de eficiencia
FRET se calculé el promedio y la desviacion estandar que se muestran en la Figura 13.

Sin estimulo Estimulo
PhrA 10 nM PhrA 10 uM PhrA-M 20 uM
0.1069 0.0676 0.0434 0.1086
0.1218 0.0777 0.0443 0.1057
0.0986 0.0549 0.0261 0.1076
0.1147 0.0768 0.0381 0.1050
0.1097 0.0813 0.0478 0.1155
0.1100 0.0688 0.0424 0.1162
0.1231 0.0903 0.0657 0.1210
0.1139 0.0699 0.0422 0.1189
0.1126 0.0708 0.0379 0.1176
0.1006 0.0677 0.0377 0.1156
0.1112 0.0600 0.0459 0.1165
0.1237 0.0752 0.0431 0.1158
0.1006 0.0749 0.0562 0.1183
0.1106 0.0725 0.0504 0.1147
0.0917 0.0762 0.0565 0.1121
0.1046 0.0808 0.0389 0.1084
0.1073 0.0639 0.0457 0.1112
0.1092 0.0604 0.0432 0.1077
0.1143 0.0783 0.0457 0.1165
0.1108 0.0776 0.0433 0.1161
0.1124 0.0754 0.0421
0.1118 0.0757 0.0395
0.1117 0.0705 0.0517
0.1099 0.0736 0.0485
0.1145 0.0730 0.0450
0.1131 0.0673 0.0504
0.1215 0.0757 0.0441
0.1203 0.0709 0.0442
0.1193 0.0721 0.0458
0.1156 0.0732 0.0437
0.1208 0.0622 0.0433
0.1181 0.0626 0.0446
0.1198 0.0712 0.0504
0.1188 0.0701 0.0504
0.1166 0.0767 0.0519
0.1187 0.0722 0.0499
0.0983 0.0817 0.0492
0.1262 0.0814 0.0531
0.1170 0.0763 0.0562
0.1049 0.0828 0.0543
0.0940 0.0697 0.0466
0.1060 0.0814 0.0502
0.1101 0.0618 0.0515

0.1097 0.0660 0.0522
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Sin estimulo Estimulo
PhrA 10 nM PhrA 10 uM PhrA-M 20 uM

0.1045 0.0833 0.0442
0.1038 0.0820 0.0452
0.1054 0.0796 0.0447
0.1054 0.0809 0.0427
0.0985 0.0659 0.0438
0.1029 0.0670 0.0461
0.1200 0.0732 0.0509
0.1203 0.0750 0.0472
0.1177 0.0736 0.0478
0.1168 0.0714 0.0464
0.1192 0.0802

0.1180 0.0801

0.1056 0.0632

0.1103 0.0612

0.1036 0.0760

0.1131 0.0787

0.1117 0.0769

0.1194 0.0736

0.1259 0.0764

0.1227 0.0759

0.1148 0.0792

0.1200 0.0749

0.1088 0.0786

0.1123 0.0800

0.1126

0.1084

0.1115

0.1145

0.1133

0.1085

0.1057

0.1100

0.1191

0.1150

0.1172

0.1227

0.1209

0.1202

0.1203

0.1168

0.1174

0.1205

0.1071

0.1081

0.1095
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Sin estimulo

Estimulo

PhrA 10 nM

PhrA 10 uM

PhrA-M 20 uM

0.1126
0.1241
0.1126
0.1143
0.1181
0.1103
0.1105

Tabla 2. Resultados de estimulacion del biosensor con sobrenadantes A partir de estos
datos de eficiencia FRET se calculd el promedio y la desviacion estandar que se muestran
en la Figura 15. Los mismos datos del control se exhiben en la Figura 16.

Control B. subtilis W168 B. subtilis AphrA B.
amyloliquefacien
s
Sin PhrA10 0 min 80 min 0 min 80 min 0 min 80
estimulo uM min

0.1279 0.0538 0.1249 0.0890 0.1172 0.1147 0.1203  0.0826

0.1282 0.0531 0.1165 0.0908 0.1165 0.1138 0.1246  0.0825

0.1131 0.0533 0.1194 0.0745 0.1189 0.1172 0.1241 0.0638

0.1234 0.0555 0.1240 0.0713 0.1183 0.1150 0.1279 0.0677

0.1173 0.0536 0.1182 0.0781 0.1157 0.0748

0.1181 0.0554 0.1161 0.0797 0.1234 0.0760

0.1069 0.0414 0.0788 0.0722

0.0981 0.0416 0.0802 0.0744

0.1084 0.0525

0.1174 0.0527

0.1208 0.0546

0.1224 0.0543

0.1186 0.0537

0.1228 0.0544

0.1259 0.0529

0.1252 0.0524

0.1025 0.0370

0.1056 0.0394

0.1006 0.0350

0.1006 0.0378

0.1201 0.0498

0.1232 0.0513

0.1134 0.0528

0.1205 0.0496

0.1169 0.0491

0.1205 0.0467

0.1190 0.0478

0.1222

0.0480




Anexo 14. Continuacion...

Tabla 2. Continuacion.

94

0.1188 0.0506
0.1251 0.0508
0.1177 0.0509
0.1194 0.0556

Tabla 3. Resultados de cinética de produccion de PhrA en cultivos esporulantes. A partir
de cada par de datos de eficiencia FRET se calculo el promedio de cada réplica bioldgica.
Las réplicas bioldgicas se muestran en la Figura 16.

Tiempo de extraccion del sobrenadante

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 210 240
B. subtilis W168
0.1161 0.1123 0.0686 0.0921 0.0890 0.0876 0.0916 0.0802 0.0735 0.1058 0.1084 0.0978
0.1249 0.0908 0.0871 0.0928 0.0908 0.0847 0.0932 0.0938 0.0691 0.0914 0.1059 0.0978
0.1249 0.1123 0.0871 0.0693 0.0745 0.0855 0.0651 0.0753 0.0735 0.1115 0.1056 0.0978
0.1165 0.1211 0.0924 0.0702 0.0713 0.0816 0.0683 0.0704 0.0691 0.0914 0.1059 0.1078
0.1194 0.0971 0.0699 0.0739 0.0781 0.0767 0.0843 0.0802 0.1022 0.0914 0.1111 0.0959
0.1240 0.0908 0.0704 0.0697 0.0797 0.0721 0.0895 0.0844 0.0979 0.0899 0.1084 0.0978
0.1182 0.1076 0.0654 0.0802 0.0788 0.0773 0.0867 0.0933 0.0992 0.1115 0.1059 0.1078
0.1161 0.1033 0.0686 0.0787 0.0802 0.0881 0.0867 0.0938 0.0963 0.1058 0.1056 0.1119
B. subtilis AphrA
0.1172 0.1261 0.1202 0.1243 0.1147 0.1288 0.1150 0.1274 0.1040 0.1262 0.1120 0.1219
0.1165 0.1231 0.1167 0.1298 0.1138 0.1271 0.1096 0.1255 0.1067 0.1214 0.1136 0.1220
0.1189 0.1246 0.1216 0.1257 0.1172 0.1223 0.1194 0.1205 0.1197 0.1230 0.1176 0.1209
0.1183 0.1205 0.1183 0.1178 0.1150 0.1169 0.1156 0.1215 0.1205 0.1194 0.1155 0.1161
B. amyloliquefaciens
0.1203 0.1204 0.1186 0.0922 0.0826 0.0810 0.0858 0.0797 0.0950 0.0937 0.0897 0.0767
0.1246 0.1218 0.1146 0.0866 0.0825 0.0860 0.0866 0.0843 0.0836 0.0837 0.1013 0.0837
0.1203 0.1218 0.0838 0.0757 0.0638 0.0729 0.0575 0.0657 0.0725 0.0937 0.1005 0.0790
0.1157 0.1204 0.1186 0.0736 0.0677 0.0694 0.0567 0.0604 0.0726 0.0839 0.1013 0.0767
0.1241 0.1131 0.1103 0.0660 0.0748 0.0619 0.0702 0.0710 0.0836 0.0839 0.0897 0.0790
0.1279 0.1084 0.1198 0.0684 0.0760 0.0577 0.0697 0.0695 0.0809 0.0837 0.0870 0.0767
0.1157 0.1235 0.0786 0.0841 0.0722 0.0657 0.0770 0.0677 0.0950 0.0937 0.1005 0.0827
0.1234 0.1218 0.0838 0.0796 0.0744 0.0630 0.0757 0.0719 0.0884 0.0879 0.1013 0.0837
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Tabla 4. Resultados de la curva dosis-respuesta. Cada juego de datos corresponde a una réplica bioldgica tal como se muestra en la Figura 17.

PhrA [nM]

0

0.01

0.05

0.1

0.5

1

5

10

50

100

500

1000

5000

10000

106

0.1082
0.1125
0.1121
0.1108
0.1138
0.1209
0.1175
0.1194
0.1193
0.1176

0.1121
0.1097
0.1104
0.1095
0.1116
0.1033
0.1121
0.1171
0.1178
0.1145

0.1083
0.1068
0.1151
0.1167
0.1167
0.1160
0.1186
0.1181
0.1151
0.1113

0.1057
0.1044
0.1052
0.1069
0.0994
0.0996
0.1134
0.1140
0.1087
0.1120

0.1036
0.1014
0.1102
0.1135
0.1091
0.1103
0.1158
0.1156
0.1132
0.1159

0.1013
0.0990
0.1043
0.1002
0.0899
0.0834
0.1061
0.1028
0.1059
0.1062

0.0816
0.0796
0.0970
0.0955
0.0893
0.0885
0.0976
0.0992
0.0968
0.0921

0.0749
0.0725
0.0762
0.0808
0.0639
0.0604
0.0783
0.0776
0.0754
0.0757

0.0486
0.0453
0.0545
0.0549
0.0490
0.0494
0.0564
0.0554
0.0457
0.0482

0.0513
0.0509
0.0474
0.0472
0.0425
0.0467
0.0516
0.0551
0.0481
0.0515

0.0433
0.0434
0.0405
0.0521
0.0488
0.0476
0.0535
0.0559
0.0468
0.0484

0.0509
0.0523
0.0458
0.0491
0.0421
0.0390
0.0512
0.0534
0.0490
0.0509

0.0423
0.0435
0.0505
0.0489
0.0469
0.0470
0.0545
0.0509
0.0476
0.0489

0.0457
0.0432
0.0457
0.0433
0.0421
0.0395
0.0517
0.0485
0.0450
0.0504

0.0395
0.0414
0.0502
0.0500
0.0448
0.0466
0.0489
0.0477
0.0445
0.0461
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Tabla 5. Resultados de la cinética de internalizacion de PhrA. A partir de estos datos de
eficiencia FRET se calculo el promedio y la desviacion estandar que se muestran en la
Figura 18.

Tiempo de estimulacion (min) — Cinética intracelular

1 3 6 11 21
0.1101 0.0903 0.0812 0.0754 0.0757 0.0742 0.0717
0.1097 0.0927 0.0804 0.0784 0.0709 0.0716 0.0721
0.1045 0.0975 0.0855 0.0766 0.0721 0.0709 0.0717
0.1038 0.0957 0.0818 0.0757 0.0732 0.0729 0.0725
0.1054 0.0944 0.0714 0.0699 0.0626 0.0604 0.0664
0.1060 0.0819 0.0850 0.0802 0.0712 0.0625 0.0642
0.1054 0.0892 0.0833 0.0750 0.0701 0.0705 0.0647
0.1177 0.0922 0.0842 0.0789 0.0767 0.0700 0.0694
0.1168 0.0941 0.0919 0.0869 0.0817 0.0769 0.0704
0.1180 0.0889 0.0923 0.0858 0.0814 0.0750 0.0754

Tiempo de extraccion del sobrenadante (min) — cinética extracelular

1 3 6 11 21
0.0763 0.0828 0.0956 0.0979 0.1030 0.1011 0.1034
0.0660 0.0767 0.0972 0.0953 0.1027 0.1010 0.1066
0.0697 0.0748 0.0882 0.0970 0.1114 0.1020 0.1056
0.0820 0.0845 0.0881 0.0941 0.1125 0.1163 0.1093
0.0796 0.0828 0.0961 0.0923 0.1035 0.1125 0.1152
0.0809 0.0830 0.0976 0.1012 0.1026 0.1119 0.1159

Tabla 6. Resultados del experimento de competicion a nivel de internalizacion. A partir
de estos datos de eficiencia FRET se calcul6 el promedio y la desviacion estandar que se
muestran en la Figura 19.

PhrA mutado [uM] - PhrA 10 nM

0

0.01

0.05

0.1

0.5

1

5 10

20

50

100

0.0659
0.0670
0.0732
0.0750
0.0736
0.0714
0.0802
0.0801
0.0632
0.0612
0.0760
0.0787
0.0769
0.0736
0.0764
0.0759
0.0792
0.0749
0.0786
0.0800

0.0657
0.0647
0.0761
0.0771
0.0780
0.0772
0.0698
0.0668
0.0788
0.0755
0.0797
0.0773

0.0762
0.0736
0.0758
0.0793
0.0805
0.0805
0.0772
0.0748
0.0793
0.0794

0.0703
0.0702
0.0767
0.0761
0.0682
0.0664
0.0811
0.0811
0.0830
0.0779

0.0898
0.0836
0.0890
0.0887
0.0927
0.0895
0.0855
0.0883
0.0940
0.0825

0.0947
0.0914
0.1000
0.0962
0.0836
0.0808
0.1002
0.0992
0.0991
0.0982

0.1097 0.1020
0.1094 0.1033
0.1078 0.1072
0.1047 0.1095
0.1164 0.1110
0.1159 0.1112
0.1098 0.1060
0.1078 0.1028
0.1138 0.1145
0.1117 0.1086

0.1129

0.1101

0.1045
0.1024
0.1080
0.1073
0.1018
0.0979
0.1121
0.1117
0.1137
0.1129

0.1082
0.1081
0.1109
0.1099
0.1137
0.1172
0.1137
0.1151
0.1090
0.1098

0.1111
0.1091
0.1101
0.1101
0.1066
0.1071
0.1192
0.1178
0.1163
0.1180
0.1165
0.1124
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PhrA mutado [uM] - PhrA 10 uM

0 0.01 0.1 1 10 20 100
0.0442 0.0418 0.0440 0.0430 0.0449 0.0429 0.0419
0.0452 0.0462 0.0459 0.0440 0.0431 0.0436 0.0433
0.0447 0.0487 0.0430 0.0363 0.0435 0.0479 0.0523
0.0427 0.0475 0.0395 0.0411 0.0421 0.0418 0.0519
0.0438 0.0479 0.0455 0.0504 0.0443 0.0430
0.0461 0.0452 0.0448 0.0498 0.0452 0.0475
0.0509 0.0479 0.0522 0.0532 0.0489 0.0494
0.0472 0.0513 0.0529 0.0465 0.0500 0.0482
0.0478 0.0445 0.0478 0.0476 0.0444 0.0498
0.0464 0.0508 0.0460 0.0455 0.0467 0.0506

Tabla 7. Resultados del experimento de competicion a nivel de receptor. A partir de
estos datos de eficiencia FRET se calculd el promedio y la desviacion estandar que se
muestran en la Figura 20. El nimero 1y 2 indica el orden de estimulacion.

Sin estimulo PhrA 10 nM PhrA-M 20 uM (1) PhrA 10 nM (2)
0.1216 0.0715 0.1153 0.0782
0.1181 0.0757 0.1119 0.0761
0.1103 0.0665 0.1121 0.0766
0.1115 0.0662 0.1120 0.0762
0.1182 0.0667 0.1119 0.0735
0.1155 0.0646 0.1190 0.0769
0.1021 0.0743 0.1123 0.0618
0.1138 0.0719 0.1122 0.0623

Tabla 8. Resultados de estimulacién del mutante OppA. A partir de estos datos de
eficiencia FRET se calcul6 el promedio y la desviacion estandar que se muestran en el Anexo
9. Los datos del control exhibidos en dicho anexo corresponden a los datos de la Tabla 1 de

este anexo.

Sin estimulo PhrA 10 nM PhrA 10 uM
0.1174 0.1141 0.1098
0.1215 0.1112 0.1107
0.1049 0.1128 0.1109
0.1049 0.1128 0.1109
0.1139 0.1156 0.1113
0.1174 0.1136 0.1084
0.1045 0.1045 0.1045
0.1067 0.1067 0.1067
0.1133 0.1084 0.0989
0.1121 0.1069 0.1004
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Tabla 9. Resultados de estimulacidn de la cepa que sobreexpresa pepF. A partir de estos
datos de eficiencia FRET se calcul6 el promedio y la desviacion estandar que se muestran
en el Anexo 10. Los datos del control exhibidos en dicho anexo corresponden a los datos de
la Tabla 1 de este anexo.

Sin estimulo PhrA 10 nM PhrA 10 uM
0.1062 0.0832 0.0572
0.1075 0.0796 0.0617
0.0973 0.0703 0.0496
0.1006 0.0649 0.0516

Tabla 10. Resultados de estimulacion de cepas que sobreexpresan kinA 'y kinB. A partir
de estos datos de eficiencia FRET se calcul6 el promedio y la desviacion estandar que se
muestran en la Figura 25. Los datos del control exhibidos en dicha figura corresponden a
los datos de la Tabla 1 de este anexo.

Sobreexpresion KinA Sobreexpresion kinB
Sin estimulo PhrA 10 uM Sin estimulo PhrA 10 uM
0.1124 0.0494 0.1115 0.0433
0.1122 0.0512 0.1099 0.0378
0.1079 0.0455 0.1086 0.0503
0.1100 0.0504 0.1089 0.0484
0.1104 0.0521 0.1053 0.0457
0.1053 0.0520 0.1040 0.0457
0.1152 0.0503 0.1145 0.0349
0.1146 0.0447 0.1112 0.0376
0.1155 0.0452
0.1136 0.0453
0.1123 0.0462
0.1104 0.0475
0.1054 0.0521
0.1080 0.0512
0.1077 0.0494

Tabla 11. Resultados de estimulacion de cepas mutantes de kinA y kinB. A partir de
estos datos de eficiencia FRET se calculd el promedio y la desviacion estandar que se
muestran en la Figura 26. Los datos del control exhibidos en dicha figura corresponden a
los datos de la Tabla 1 de este anexo.

Mutante kinA Mutante kinB Mutante kinA kinB

Sin PhrA  PhrA Sin PhrA  PhrA Sin PhrA  PhrA
estimulo 10nM 10puM estimulo 10nM 10puM estimulo 10nM 10 uM
0.1118 0.0787 0.0457 0.1071 0.0662 0.0429 0.1099 0.0750 0.0458
0.1102 0.0738 0.0479 0.1063 0.0662 0.0434 0.1076 0.0747 0.0459
0.1093 0.0676 0.0425 0.1107 0.0623 0.0494 0.1016 0.0652 0.0398
0.1070 0.0653 0.0445 0.1093 0.0655 0.0499 0.1107 0.0665 0.0407
0.1091 0.0705 0.0531 0.1109 0.0787 0.0485 0.1176 0.0786 0.0489
0.1102 0.0730 0.0552 0.1121 0.0769 0.0478 0.1110 0.0759 0.0497
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Anexo 14. Continuacion.

Tabla 12. Resultados de estimulacion de la cepa resistente a fosforilacion. A partir de
estos datos de eficiencia FRET se calculdé el promedio y la desviacion estandar que se
muestran en la Figura 27.

Cepa silvestre SpoOF (D54N)

Sin estimulo PhrA 10 uM Sin estimulo PhrA 10 uM
0.1049 0.0644 0.0953 0.0603
0.1074 0.0752 0.0931 0.0670
0.1070 0.0642 0.0936 0.0614
0.1089 0.0588 0.0926 0.0712
0.0846 0.1017
0.0987 0.0914

Tabla 13. Resultados de cinética de produccién de PhrA en B. subtilis W168. Estos
corresponden al promedio y concentracion de PhrA estimada que se muestran en el Anexo
8. Los valores en nimeros negativos corresponden a una concentracion de 0 nM.

Tiempo de extraccion del Eficiencia FRET PhrA extracellular
sobrenadante (min) promedio (-) estimado (nM)

0 0.1150 -0.11

30 0.1011 0.37

60 0.0820 1.59

90 0.0688 3.49
120 0.0837 1.43
150 0.0867 1.19
180 0.0924 0.81
240 0.1047 0.23

24 horas 0.1202 -0.24
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