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Resumen
Las proteinas son moléculas de elevada importancia en los seres vivos. Impresionante resulta la

vasta cantidad de funciones que cumplen dentro y fuera de estos.

Una de las razones para esta vastedad, es que pueden presentar mas de una funcion bioquimica, es
decir; pueden ejercer dos funciones diferentes, relacionadas o no. Esta capacidad es denominada
multifuncionalidad o “multitasking”?. Un tipo de multifuncionalidad es el fenémeno moonlighting,
observado en algunas proteinas las cuales incluyen proteinas con tareas ya conocidas en rutas
metabdlicas, hasta proteinas involucradas en la homeostasis proteica, tal es el caso de algunas

chaperonas moleculares como GroEL.

GroEL forma un oligémero en forma de doble anillo constituidos por subunidades de 14 a 16
constituyentes que se encargan de secuestrar sustratos proteicos para producir su plegamiento
correcto en ciclos dependientes de ATP, ademas de esto, muestran una remarcable actividad toxica

en contra de insetos?.

El comportamiento entomotdxico de GroEL ha sido reportado por diferentes autores, datos
preliminares obtenidos en el Laboratorio de Estudios Ecogendmicos del Centro de Investigacion
en Biotecnologia (CEIB) mostraron que hay un potenciamiento de la actividad insecticida de
Pseudomona aeruginosa NA0O4 cuando esté en asociacion con GroEL. En este trabajo se pretende
analizar la interaccion entre el extracto extracelular de la cepa P. aeruginosa NAQ04 con las

proteinas GroEL de Alcaligenes faecalis MORO02 y Xenorhabdus nematophila SC 0516.



Introduccidn

Chaperonas Moleculares: Aspectos Basicos
Las chaperonas moleculares son un sistema de proteinas ubicuas que trabajan en la célula,

encargandose de secuestrar sustratos proteicos para prevenir el plegamiento erréneo de estos?.
Estas se encuentran en los tres dominios (eucariontes, procariontes y arqueas) de la clasificacion

bioldgica®.

Durante eventos en la que la célula atraviesa por situaciones de estrés que favorecen formaciones
de agregados y plegamientos erréneos de proteinas, el fendmeno de proteostasis previene la
formacion de estos mediante la expresién de chaperonas moleculares. Es por la alta produccion de
éstas durante un evento de estrés por calor que también reciben el nombre de Heat Shock Proteins
(Hsp) * Pero su actividad no se limita a condiciones de estrés celular, bajo condiciones
fisiolOgicas, asisten el correcto plegamiento de proteinas recién sintetizadas por los ribosomas o
de proteinas citoplasmaticas salientes de poros del lumen del reticulo endoplasmico o de la matriz

mitocondrial, con la finalidad de alcanzar un estado funcional, también llamado “nativo™®.

Las chaperonas moleculares entran en accion por exposicion de aminoacidos hidrofébicos a la fase
acuosa por parte de proteinas parcialmente plegadas o completamente extendidas, que de otro

modo en estados nativos estarian “enterrados” dentro de la estructura proteica.>”’.

Estas se agrupan de acuerdo a su masa molecular (Fig 1) o, en su modo de accién: “holdasas”,
“disgregasas” y “foldasas” >’
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Fig. 1 Caracteristicas y funciones conocidas de las diferentes chaperonas: las chaperonas moleculares son clasificadas de acuerdo

a sus masas moleculares y presentadas en orden decreciente de tamafio: Hsp 100 - Hsp pequefia (sHsp). Hsp 60 se divide en dos

grupos; grupo |y grupo 112,




Chaperoninas: clasificacion y estructura
Se denominan chaperoninas a la familia Hsp60 de chaperonas moleculares, las cuales rondan los

60kDa. En bacterias, las chaperoninas son maquinas moleculares que facilitan el plegamiento de
proteinas por ciclos dependientes de ATP que son coordinados por regulacion alostérica’®.
Cuentan con la particularidad de formar una estructura cilindrica de 800 a 1000kDa conformada
por dos anillos idénticos unidos consecutivamente, cada anillo formado por 7 a 9 subunidades de
60kDa. La estructura encapsula sustratos proteicos durante condiciones celulares desfavorables

para mantener la proteostasis.>*%4

Grupo |y grupo 11
La clasificacion de las chaperoninas se basa en dos subgrupos. La separacion se hace de acuerdo

a la distribucion filogenética, estructura y requerimiento de una cochaperona. El grupo | se
encuentra en organismos procariontes y en organelos endosimbidticamente relacionados
(cloroplastos y mitocondrias). Por su parte el grupo Il se encuentra en el citosol de arqueas y

eucarias®!?.

Enfocandonos en el grupo I, estas chaperoninas reciben varios nombres; Hsp60, Cpn60 o GroEL.
En general, a las Hsp60 homologas bacterianas se les refiere como GroEL, esto debido a que asi
se designo a la bien caracterizada Hsp60 de Escherichia coli'®!®. GroEL de E. coli forma una
estructura mencionada anteriormente de 14 sub-unidades, pero trabaja en conjunto con una
proteina de alrededor de los 10 kDa conocida como GroES, Hsp10 o Cpnl0, la cual forma una
estructura en forma de domo formada por 7 sub-unidades, y se une al doble anillo de GroEL
formando una cavidad en la cual el sustrato proteico alcanza su estado funcional'®!®., Una
diferencia entre el grupo | y el grupo Il de chaperoninas es que el grupo Il no necesita de la

estructura en forma de capucha para ejercer su funcion (Fig 2).
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Fig 2. Arquitectura estructural a partir de modélos
cristalograficos: chaperoninas del grupo 1 (a) y 11 (b) 2.

Estructura
La subunidad o0 monémero de GroEL (E. coli)

estd constituido por 547 aminoacidos
arreglados en tres dominios. ElI dominio
apical, el cual abarca los residuos 191-376 en
la region central de la estructura primaria, es
rico en residuos hidrofébicos y forma los sitios
de unioén para los sustratos y la cochaperonina
GroES. Por su parte, el dominio ecuatorial es

el mas largo y grande de todos, abarca residuos
en los dos extremos del polipéptido, desde los residuos 1-133 y 409-523, es responsable de las
interacciones intersubunidad e intraanillo, ademas de contener un sitio de unién a ATP
denominado motivo pseudowalker constituido por alfa-hélices. Por Gltimo, el dominio intermedio
es el més pequefio y conecta el dominio ecuatorial y el dominio apical y transfiere los cambios
inducidos por ATP desde el dominio ecuatorial hasta el dominio apical, abarca 89 residuos, desde
el 134-190 hasta 377-4082101618

Mecanismo de accion
El mecanismo de accion de GroEL consiste en la captura del polipéptido en un anillo con residuos

hidrofobicos que recubren los extremos del complejo en forma de anillo. Una vez que el sustrato
se encapsula, la hidrolisis de ATP proporciona una ventana de tiempo para que tenga lugar el
plegamiento, pero la hidrélisis de ATP no es necesaria para el plegamiento de proteinas. En su
lugar, la hidrolisis hace que el proceso de captura y liberacién del sustrato continte. La hidrolisis
en el anillo unido a GroES es un requisito previo para la union de ATP al anillo opuesto, que a su
vez provoca la descarga alostérica de GroES, ADP y el sustrato, ya sea plegado o no, desde la
camara de plegado. Si el sustrato liberado no esta plegado correctamente, puede volver a unirse

para otros ciclos de interaccion con la chaperonina®®. (Fig 3)
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Fig. 3. Diagrama del ciclo ATPasa de GroEL-GroES, que muestra los pasos de la union, encapsulacion, plegado y liberacion del

sustrato™®.

Los andlisis de la formacién del complejo GroEL/GroES cuando interactta con el sustrato sugiere
dos estados conformacionales distintos: llamados el estado trans y cis. Estados que difieren en el
tamafo y forma de la cavidad del complejo en la cual es interiorizado el sustrato. En el primer
estado conformacional denominado cis, el sustrato y GroES se une en el mismo anillo de la
estructura, mientras que en la estructura trans, el sustrato proteico es muy grande en tamafio y, por

lo tanto, no es posible que GroES lo encapsule, uniéndose entonces a la cavidad opuesta??°,

Lo descrito antes es la actividad canonica de GroEL, sin embargo, se describen actividades
moonlighting en homologos de estas proteinas, para abordar el tema, necesitamos definir el
término moonlighting y que parametros se establecen para indicar si una proteina se puede o0 no

catalogar bajo este término.



Fendmeno moonlighting
Moonlighting es un fenémeno de multifuncionalidad especial en proteinas, porque éstas

desempefian funciones multiples, auténomas y frecuentemente sin relacion entre si°. Los primeros
reportes de este comportamiento fueron vistos en proteinas con una funcién estructural del
cristalino de distintos vertebrados, poseyendo ademas de la primera, una funcién catalitica en rutas
metabodlicas??2. La multifuncionalidad adquirida por fusion de genes, variantes de splicing, asi
como también la promiscuidad enzimatica, no entra dentro de los pardmetros que describen una

actividad moonlighting?!124,

Estas funciones moonlighting se pueden observar bajo ciertas circunstancias. Como la diferente
localizacion celular; una misma proteina puede mostrar diferentes funciones en dos lugares
distintos dentro de la célula o, realizar una funcién dentro de la célula y presentar otra fuera de la
misma. La funcion moonlighting también se observa bajo la formacién de estados oligoméricos,
expresion en diferentes tipos celulares o una diferente concentracion de sustrato o ligando, ademas

de interaccion con sitios de union distintos?®.

De acuerdo a datos recientes, en la base de datos MoonProt 2.0 disponible en linea
(www.moonlightingproteins.org), se enlistan mas de 500 proteinas junto a su actividad candnica
y las variadas actividades moonlighting de diversos organismos?. Algunas proteinas muestran mas
de una funcién alterna moonlighting; algunos ejemplos son la fosfoglucosa isomerasa, que tiene al
menos cinco funciones moonlighting diferentes?*. En el caso de GroEL, se reportan 13 homologos

que presentan este fendmeno.

Moonlighting en GroEL
Se ha observado que muchos organismos poseen mas de una copia del gen que codifica para la

chaperonina GroEL. Algunos estudios demuestran que al menos uno de los genes en los
organismos multicopia no esta implicado en la funcion de plegamiento y estos posiblemente tengan

una funcién diferente.

Los genes que codifican para GroEL y Cpn 10 son encontrados en casi todas las bacterias?’.En
2009, Lund realizé un analisis de 699 genomas bacterianos, revelando que cerca del 30% contenian
dos 0 mas genes de chaperoninas, algunos solo contenian un gen Cpnl0, y otros tenian mas de
uno?’. Por otra parte, (Kumar et al., 2015) en busca de una expansion de los datos arrojados por

Lund, gracias a nuevas herramientas genomicas y la disponibilidad de nuevos genomas



secuenciados, se exploraron datos de GroEL paralogos para 1318 genomas bacterianos

completamente secuenciados?. Mostrando que la tendencia de multiples GroEL en diferentes

phylum sigue manteniéndose en nuevos genomas secuenciados (Fig 3a y 3b). Cabe destacar que

Humber of GroELs 1 2 3 “ 5 6 T
Phyla

Actinobacteria 34 118 10 L 0 ] 0
Aguificas 11 ] 1] 1] 0 ] 0
Bactercidetes/Chlarobi group a2 2 1 i} 0 i} [i]
Caldiserica 1 a o] ] 0 o [v]
ChlamydiaeVerrucomicrobia group 3 3 10 o 0 a 0
Chloroflexi 5 7 4] 1] 0 0 4]
Chrysicgenates 1 o [} o 4] 1} 4]
Cyanobacteria 1 43 3 L 0 o V]
Deferribacteres 4 0 0 0 0 0 0
Deinococcus-Thermus 16 o 0 L] 0 1] 0
Dictyoglomi 2 o 4] a 0 o 0
Elusimicrobia 2 0 ) 0 0 0 0
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La ocurrencia de varios genes GroEL en distintos organismos puede tener dos explicaciones: la
primera remarca que no existe una divergencia de funciones y que todos los genes cumplen con la
misma tarea candnica, tan solo se encuentran regulados de diferentes maneras para tener un control
de la actividad chaperonina dentro de la célula. La segunda posibilidad contempla la evolucién de
una funcién distinta y no sobrelapada, con propiedades bioquimicas distintas, asi como diferentes

modos de regulacion %’.

Se han estudiado diversos organismos mostrando distintos genes GroEL con diversificacion de
funciones, a continuacion, se detallaran algunos ejemplos. En el género Mycobacterium se han
reportado actividades fuera de la candnica, Mycobacterium smegmatis es un organismo saprofito
formador de biofilm que posee tres copias de genes GroEL. Estudios mostraron que uno de ellos
es requerido para la maduracion del biofilm?®. Por otro lado M. tuberculosis agente causante de la
tuberculosis, tiene dos copias de genes GroEL; Cpn60.1y Cpn60.2. Se mostré que Cpn60.1 no es
esencial para la viabilidad del organismo, pero en contraste es vital en la formacién de granulomas

en los pulmones de ratones infectados?®.

En la clase Alphaproteobacteria, que forman nddulos en las raices de las plantas leguminosas y
también son fijadores de nitrgeno, se presenta un ejemplo excepcional de maltiples genes GroEL
en un organismo, la especie Bradyrhizobium japonicum codifica 7 genes GroEL, siendo el
organismo con mas copias hasta ahora registrados en su genoma2%. Uno de estos, Cpn60.3, se
encuentra coregulado con genes de fijacion de nitrogeno, los cuales tienen propositos
simbidticos®. Lo que podria indicar una participacion en eventos fuera de su actividad candnica.
La especie Rhizobium meliloti es una bacteria fijadora de nitrégeno, la cual coexiste en simbiosis
con algunas plantas y cuenta con dos copias de GroEL. Una de las copias se encuentra en el operdn
GroELSc, el cual juega un papel importante en la nodulacién, ya que promueve la unién al ADN
del activador de transcripcion NodD, regulando asi genes importantes en el evento®l. Ademas de
ésta, hay evidencias que muestran una relacion entre la existencia de mas de un gen que codifica

para GroEL y la habilidad de fijar nitrogeno3..

Algunas actividades moonlighting de GroEL se muestran en la siguiente figura (Fig. 4).
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Fig 4. Esquema que muestra las diferentes actividades de GroEL en dos diferentes tipos celulares, extra e intra

celularmente®?,

Actividad toxica de GroEL en insectos
En el 2001 Yoshida et al., realizaron un remarcable descubrimiento, estudiando la saliva de larvas

pertenecientes a la especie Myrmeleon bore, las cuales utilizan su saliva para paralizar a sus presas,
encontraron que la saliva de las larvas contenia a la bacteria Enterobacter aerogenes. La bacteria
al ser inyectada en la cucaracha alemana Blattella germéanica resultaba en una rapida paralizacion
de la misma. La purificacion del componente con actividad paralizante resultd en una proteina con
una masa molecular de alrededor de los 60kDa que resultd ser un homologo de GroEL. El anélisis
de la secuencia y la generacion de mutantes permitieron saber que s6lo cuatro residuos resultaron
cruciales para la actividad toxica, Val 100, Asn 101, Asp 338 y Ala 471%, Posteriormente en el

2012 Yang et al. analizaron una proteina de alrededor de 57kDa designada como HIP57, la proteina

10



es producida por la bacteria Xenorhabdus budapestensis. HIP57 mostrd una actividad insecticida,
en este caso probada en larvas de Galleria mellonella, la DLso medida fue de 206 ng. Un efecto
Ilamativo fue el ennegrecimiento en el cuerpo de la larva, a partir de este se realizaron
experimentos que demostraron que la proteina activaba el mecanismo de defensa inmunoldgico en
insectos denominado como sistema profenol-oxidasa, en éste se produce, ademéas de otras
moléculas, melalanina y quinonas, la primera causa el ennegrecimiento de la larva, y la segunda
tiene actividad citotoxica. Concluyendo que podria ser posible la hiperactivacion del sistema
profenol-oxidasa la principal causa de muerte de las larvas. Estudios de comparacién de secuencia
de HIP57 mostraron una gran similitud con la GroEL de otras bacterias, concluyendo que se trataba

de un homdlogo de esta®*.

Otra investigacion concluyo que la Cpn60 de X. ehlersii activaba el sistema profenol-oxidasa y
mostraba la misma caracteristica insecticida®. En otro estudio se demostrd que en la GroEL de X.
nematophila dos residuos mostraban correlacion con la actividad toxica y la unién a quitina, en
este caso, en el epitelio del intestino®. También fue demostrado que esta misma proteina en plantas
transgenicas de tabaco, aportaba resistencia en contra de Helicoverpa armigera, una plaga de un

amplio nimero de cultivos®.

Anélisis de la correlacion toxica de GroEL con otras moléculas
Como se observo, existe reportes del efecto entomotdxico de GroEL, pero, por otro lado, son nulos

los estudios en los que se pretende observar las interacciones con otras moléculas para esclarecer
su papel como una molécula toxica en insectos. La potenciacion de un efecto entre dos 0 mas

moléculas es un fendmeno que puede ser aditivo o sinérgico.

El efecto aditivo puede decirse que es la adicion de los efectos de al menos dos agentes diferentes,
retratado en una simple ecuacion del modo 1+1=2%, La sinergia se define normalmente como el
efecto de dos agentes trabajando en conjunto que van mas alla que el efecto aditivo de dichos

agentes®:%,

11



Antecedentes
En el Laboratorio de Estudios Ecogendmicos de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos

en tres proyectos diferentes, se obtuvieron los siguientes resultados.

En el primero se aislé a la bacteria Alcaligenes faecalis MORO02 a partir de una larva de G.
mellonella infectada con nematodos entomopatégenos. Ensayos de patogenicidad en contra de G.
mellonella mostraron que la bacteria causo el 96% de mortalidad a las 24 horas después de inyectar
24,000 UFC en la hemolinfa de las larvas. En el mismo reporte una proteina de alrededor de 60kDa
fue detectada por analisis del genoma de A. faecalis MORO02, resultando ser un homologo de

GroEL, la cual tuvo actividad toxica contra larvas de G. mellonella®.

En otro se obtuvo el aislamiento de un nematodo entomopatdgeno identificado molecularmente
como Heterorhabditis indica MORO3. De juveniles infectivos se aislaron dos bacterias, una de
ellas se identifico con la secuanciacion y anotacion del genoma como Pseudomonas aeruginosa
NAOQ4 4243,

En el tercero se transformaron células de E. coli BL-21 con el vector de expresion pET-28a (+)
con el gen GroEL de A. faecalis MORO2 y de Xenorhabdus nematophila SC 0516 para realizar
ensayos de toxicidad. En estos ensayos se probaron cinco concentraciones de GroEL: 100, 200,
500, 1000 y 2000 ng de la proteina en larvas del sexto instar de la especie Galleria mellonella.
Vale la pena remarcar que a las 48 horas 100 ng de GroEL de X. nematophila SC 0516 y 200 ng
de GroEL de A. faecalis MORO2 tuvieron 40 y 20 % de mortalidad respectivamente (Fig. 5).
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Fig. 5. Actividad de GroEL proveniente de Alcaligenes faecalis y Xenorhabdus nematophila a las 48 horas. P: Pinchazo, B:
Inyeccion de 10ul de PBS (Buffer fosfato salino), BSA1000 Y 2000: Inyeccion de 1000ug y 2000ug de BSA (Albdmina de suero
bovino) respectivamente, AF100-AF2000: Inyeccion de diferentes dosis en ug de la proteina GroEL desde 100 pg hasta 2000 ng,
Xn100-2000: Inyeccion de diferentes dosis en ug de la proteina GroEL desde 100 ug hasta 2000 pg.

En el mismo estudio, se analizé la actividad de GroEL de A. faecalis junto con moléculas
provenientes del extracto extracelular de P. aeruginosa NAO4. A las 12 horas el extracto de P.
aeruginosa NAO4 y GroEL no presentaron actividad alguna, sin embargo, en igual lapso de
tiempo, la administracion en conjunto de 100 ug de GroEL con el extracto, en una dilucién 1:200,
mostro actividad cercana al 100%, mientras que a una concentracién de 1000ug la actividad
disminuia al 70%. Se probo el extracto de P. aeruginosa con la chaperona Hsp90, pero no mostro
mortalidad, indicando no ser una actividad general de chaperonas moleculares (Fig. 6).
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Fig.6. Actividad GroEL y el sobrenadante de Pseudomonas aeruginosa NA04 evaluado a las 12 horas. P: Pinchazo, BUFFER:
PBS, Pht: Sobrenadante de Photorhabdus luminescens HIM3 administrado en conjunto con GroEL de A. faecalis NAO4 y la
chaperona Hsp90, Pa NA04: Sobrenadante de P. aeruginosa NA04 administrado en las mismas condiciones anteriores. Pa NAR:

Sobrenadante de Pseudomonas sp. administrado como ya se describi6 anteriormente.

Justificacion
Los mecanismos por los cuales GroEL podria estar ejerciendo la actividad insecticida ain no han

sido elucidados. En el presente trabajo se busca dar indicios que aporten informacion para la futura

caracterizacion del mecanismo entomotéxico de GroEL.

Un resultado preliminar, indica que la GroEL proveniente de A. faecalis al ser suministrada junto
con el sobrenadante de tres cepas bacterianas provenientes de nematodos entomopatogenos

potencializa la actividad insecticida.

Con base en lo anterior, se busca la aplicacion de las proteinas GroEL de Alcaligenes faecalis
MORO02 y Xenorhabdus nematophila SC 0516 junto las moléculas del extracto del sobrenadante
de la cepa Pseudomonas aeruginosa NAO4 en larvas de Galleria mellonella, buscando un aumento
de la actividad insecticida al ser suministrados en conjunto. Esto nos proporcionara indicios sobre
una posible actividad insecticida diferencial entre los dos tipos de GroEL vy si la actividad en

conjunto es al menos aditiva.
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Hipotesis

Las proteinas GroEL con actividad entomopatogena, producidas por las bacterias Alcaligenes
faecalis MORO02 y Xenorhabdus nematophila SC 0516, al estar en asociacion con las proteinas
secretadas por la bacteria Pseudomona aeruginosa NA04 podran potenciar la actividad

insecticida de esta bacteria.

Objetivo general

Analizar la capacidad aditiva de las proteinas GroEL de Alcaligenes faecalis MORO02 y
Xenorhabdus nematophila SC 0516 en la actividad insecticida de la bacteria Pseudomona
aeruginosa NAO4.

Objetivos particulares

e Determinar la actividad de insecticida de la proteina GroEL de Alcaligenes faecalis MORO02.

e Determinar la actividad de insecticida de la proteina GroEL de Xenorhabdus nematophila SC
0516.

e Determinar la actividad de insecticida de las proteinas secretadas por Pseudomona
aeruginosa NAO4.

e Analizar la capacidad aditiva de la proteina GroEL de Alcaligenes faecalis MORO02 con las
proteinas secretadas por Pseudomona aeruginosa NA04

e Analizar la capacidad aditiva de la proteina GroEL de Xenorhabdus nematophila SC 0516
con las proteinas secretadas por Pseudomona aeruginosa NA04
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Estrategia Experimental

Materiales y métodos

Cepas bacterianas y medios de cultivo
La cepa Pseudomonas aeruginosa NAO4 fue aislada de juveniles infectivos del nematodo

entomopatdgeno Heterorhabditis indica MORO03. Las células de P. aeruginosa NA04 fueron
cultivadas en medio Luria-Bertani (LB) liquido con ampicilina a una concentracion de 100 ug por
ml, a 30 °C.

La cepa E. coli BL-21 con el plasmido peET28(a)+ con la proteina GroEL fue crecida en medio
LB liquido con kanamicina a una concentracién de 50 pg por ml a 37°C.
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Purificacion de la proteina GroEL
La cepa E. coli BL-21 con el plasmido pET28 +GroELAF fue cultivada en un preindculo de medio

LB 12 horas y después escalado en una dilucion de 1:100 en un volumen final de 500 ml de medio
LB nuevo hasta alcanzar una O.Deco de 0.4-0.5, posteriormente se agregdé un inductor de la
expresion IPTG (Isopropil-p-D-1-tiogalactopirandsido) a una concentracion final dea 1 mMy se
incubd durante 24 horas. Para purificar la proteina GroEL, el cultivo se centrifugo a 17,000 xg por
15 minutos obteniendo una pastilla celular, la cual se resuspendié en 5ml de buffer PBS 1x, se
trataron las células con lisozima a una concentracion de 0.17 mg por ml de cultivo por una hora a
37°C a 180 rpm, para completar la disrupcion celular se sonicaron las células junto con perlas de
vidrio a una amplitud del 100 % con un pulso con una duracion de 45 segundos a 4°C (SONICS,
Vibra Cell™), repitiendo este paso 5 veces. Para quitar los restos celulares se centrifugd a 75,
000xg durante 30 minutos a 10°C quedandonos Unicamente con el sobrenadante. Este fue pasado
a través de una columna de Ni-NTA (acido nitriloacético-niquel) previamente empacadas y
equilibradas con PBS, el lisado se pasé 3 veces en la columna, a continuacion, se hizo un lavado
esta con 100ml de buffer de lavado (25mM Imidazol) para eliminar todo componente no deseado.
Para eluir la proteina GroEL, se agregd un buffer de elucién (250mM Imidazol) y se recolectaron

10 fracciones. Se cuantifico cada fraccion por el método de Bradford (Thermo Fisher).

Ensayos de la actividad insecticida del sobrenadante
Se realiz6 un preindculo de 3ml de P. aeruginosa en medio LB incubado por 12 horas a 37°C,

después este cultivo fue utilizado para inocular un volumen de 10 ml de medio LB a una dilucion
de 1:100 dejandole crecer durante 12 a 14 horas a 180 rpm a 37°C. Este cultivo se centrifugo a
20,000 xg durante 20 minutos, y después se filtr6 manualmente utilizando un dispositivo con un

tamario de poro de 0.22 um (MILLEX Merck). El sobrenadante obtenido se refriger6 a 4°C

Para los ensayos de patogenicidad se inyectaron larvas de sexto instar de Galleria mellonella en
la region ventral en la tercera region del Gltimo segmento abdominal con agujas para insulina de
una longitud de aguja de 6mm (BD Ultra-Fine™), se inyectaron 10 pl de cada tratamiento por

larva y se mantuvieron a 28°C.

Purificacion de las Moléculas del Sobrenadante
Se prepar6 un preindculo con un volumen de 3 ml en medio LB de P. aeruginosa NA04 con 100ug

por ml de Ampicilinay se dejé 12 horas a 37°C. Se hizo una dilucion 1:100 en de 200 ml de medio
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LB nuevo y se dejé de 12-14 horas. El sobrenadante se obtuvo como se especificé anteriormente
y se concentrd 10 veces por liofilizacion (LABCONCO). Se cargaron 4 ml de sobrenadante
concentrado en una columna de intercambio aniénico débil con un volumen de 10 ml de DEAE-
Sepharose (SIGMA-ALDRICH). La columna previamente fue equilibrada con 30 ml de buffer (25
mM TRIS-HCL, pH 8.0). Después de ser cargada la muestra, se utilizaron 30 ml de buffer de
equilibrio para las fracciones inespecificas. Después se utiliz6 30ml de un gradiente continuo para
eluir la muestra (25 mM TRIS-HCL, pH 8.0, 0.15 M- 1 M de NaCl). Se midi6 cada fraccion en un
espectrofotdmetro con una longitud de onda de 280nm (NANO DROP 2000c, Thermo Scientific).
Se hizo un pool de las fracciones que por absorbancia arrojaron picos, se concentraron por
liofilizacion y se probd su actividad insecticida en larvas del sexto instar de Galleria mellonella.
Se cuantifico por método de Bradford cada pool y se cargaron 15ug en un gel SDS-PAGE para su

visualizacion.

HPLC

Las muestras analizadas por HPLC de fase reversa se realizaron en el sistema Waters 2695, con
una columna C-18 (5 pm, 15cm x 4.6mm), el horno para la columna a una temperatura de 30°C y
a un flujo de 3ml por minuto. La fase movil consistio de un gradiente creciente de acetonitrilo
(CH3CN). Para el monitoreo de las proteinas en las muestras se utiliz6 una longitud de onda de
280 nm.

Analisis bioinformaético

Para el anélisis bioinformatico, se tomd la anotacion genémica en formato fasta de aminoacidos
(.faa) de P. aeruginosa NA04 de Prokaryotic Genome Annotation Pipeline(PGAP) de NCBI y se
corrié en el servidor SignalP 5.0, el cual predice los péptido sefiales para dos vias de secrecion:
la via Sec (General secretory pathway) y la via Tat (Twin-arginine translocation). Las sefiales
peptidicas (SP) son secuencias aminoacidicas cortas ubicados mayoritariamente en el extremo N-
terminal de las proteinas que llevan informacion para la secrecion de proteinas. Son ubicuas para
todos los procariotas y eucariotas®®. Durante o después de la translocacion de membrana, una
enzima (signal peptidase) escinde la péptido sefial. En el servidor SignalP 5.0 para organismos
procariontes, se distinguen dos tipos de peptido sefial para la via de secrecién Sec, las sefiales
peptidicas escindidas por la enzima SPase | o LepB (bacteria), y las escindidas por la enzima signal
peptidase Il o LPS, la cual es especifica para lipoproteinas. Por su parte en la via Tat solo se toma

en cuenta la sefial peptidica escindida por la enzima SPase 1. Por lo tanto, SignalP 5.0 distingue
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tres tipos de sefial peptidica en rpocariontes, aquellas proteinas que pasan por la via Sec escindidos
por Spase | (Sec/SPI) y por SPase Il (Sec/SPII), y proteinas que pasan por la via Tat escindidos
por SPase | (Tat/SPI). Para la bldsqueda, no se tomaron en cuenta aquellas proteinas con una
prediccion de Sec/SPII, ya que esta via es para incorporar proteinas en la membrana plasmatica,
por lo cual no son secretadas al medio extracelular. Aunado a esto, el servidor arroja un porcentaje
de probabilidad en la prediccion de la sefial peptidica de 0 a 1. Se tomaron aquellas que tuvieran

un puntaje igual o mayor a 0.6.

Resultados

Valoracion de la actividad insecticida del sobrenadante de Pseudomonas

aeruginosa NA04
Se evalud la actividad insecticida del sobrenadante en larvas de Galleria mellonella del sexto

instar. Los tratamientos consistieron en la aplicacién del extracto del sobrenadante de P.
aeruginosa NAO04 sin diluir, una dilucién 7:10, 1:2, 3:10 y 1:10, como controles se utilizé solo un
pinchazo y la inyeccion de 1mg de BSA. Las larvas se inspeccionaron cada 12 horas, reportandose
una actividad marcada a las 24 y 48 horas (Fig. 7A'y 7B). Como se puede observar el sobrenadante
sin diluir tiene una actividad cercana al 80%, lo mismo para la dilucién 7:10, la dilucién 1:2
muestra una actividad cercana al 50%, y la dilucion 3:10 cuenta con una actividad cercana el 10%,
mientras que la dilucién 1:10 no presentd actividad, esto a las 24 horas. A las 48 horas se observo
un aumento alrededor de un 10% para los tratamientos que mostraron actividad, el sobrenadante
sin diluir mostr6 un 90% de actividad, al igual que la dilucion 7:10, por su parte, la dilucién 1:2

mostro alrededor del 60% de actividad, mientras que la dilucion 3:10 un 20%.
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Actividad del Sobrenadante a las 24 Horas
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Fig. 7. Actividad del sobrenadante de Pseudomonas aeruginosa NAO4. P: Pinchazo, BSA: Inyeccidon de 1mg de BSA, SD: Inyeccion

del sobrenadante sin diluir, 7:10 — 1:10: Inyeccién de diluciones del sobrenadante denotado como a: b, a partes del volumen del
sobrenadante respecto al volumen total b.

(A) Actividad insecticida a las 24 horas del sobrenadante de P.aeruginosa.
(B) Actividad insecticida a las 48 horas del sobrenadante de P,aeruginosa.

Actividad del sobrenadante en conjunto con GroEL
Para evaluar la capacidad aditiva de las moléculas del sobrenadante junto con GroEL se eligio la

dilucion 3:10 del sobrenadante, la cual cuenta con una actividad de alrededor del 20% de
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mortalidad a las 48 horas. Con respecto a GroEL se eligieron las concentraciones 200 y 100 ng
de Alcaligenes faecalis y Xenorhabdus nematophila respectivamente (Fig. 8), las cuales cuentan
con una mortalidad de alrededor del 20% y 40% a las 48 horas como se mostrd en antecedentes.
La dilucion 3:10 mostr6 una actividad similar a los ensayos de actividad del sobrenadante, con
una mortalidad del 20% a las 48 horas. Por su parte GroEL de A. faecalis y de Xenorhabdus
nematophila SC 0516 a las 48 horas tuvieron una actividad similar a las reportadas en
antecedentes. La actividad del sobrenadante en conjunto con GroEL se evaluaron hasta las 48
horas. A las 24 horas la dilucion junto con GroEL de A. faecalis tuvo una actividad cercana al
40%, por su parte la dilucién en conjunto con GroEL de Xenorhabdus namatophila SC 0516
mostro una actividad similar cercana al 40% en el mismo lapso de tiempo. A las 48 horas el
sobrenadante junto con GroEL de A. faecalis alcanzaron una mortalidad del 70 %, por su parte el

sobrenadante y GroEL de X. nematophila alcanzaron una actividad del 90%.

Actividad en Conjunto de GroELYy el
Sobrenadante a las 24 Horas
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Actividad en Conjunto de GroEL y el
Sobenadante a las 48 horas
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Fig. 8. Actividad del sobrenadante en conjunto con GroEL proveniente de A. faecalis y Xenorhabdus nematophila SC 0516. P:
Pinchazo, BSA: Inyeccion de 1mg de BSA, 3:10: Inyeccién de la dilucion 3:10 del sobrenadante de Pseudomonas aeruginosa
NAO04, GroAF200: Inyeccion de 200 ng de GroEL de Alcaligenes faecalis, GroXn100: Inyeccién de 100 ng de GroEL de
Xenorhabdus nematophila SC 0516, AF+3:10: Inyeccién de GroEL de A. faecalis y la dilucién 3:10 del sobrenadante, Xn+3:10:
Inyeccion de la dilucion 3:10 del sobrenadante mas GroEL de Xenorhabdus nematophila SC 0516.

Analisis bioinformaético

Para tener una idea de posibles proteinas con actividad insecticida secretadas por Pseudomonas
aeruginosa NA04 al medio extracelular, se realizé un andlisis bioinformatico. El servidor SignalP
5.0 arrojo un total de 653 proteinas con una prediccion de sefial peptidica, de las cuales 608 son
sustratos para la via Sec, y el resto para la via Tat. En la siguiente tabla (Fig. 8) se muestran 3
proteinas con potencial de secrecién ademas de ser catalogadas como factores de virulencia, la
Exotoxina A% y la Proteasa IV*' y Fosfolipasa C*. La eleccion se hizo de manera manual, en base

a la proteina con posibilidad de secrecion, y a su actividad reportada en la anotacion genomica.
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Toxinas Secretadas al Medio por Pseudomonas aeruginosa NA0O4

Via de Secrecion Funcion Probabilidad

Exotoxina A Via Sec Una ADP- 0.9918
ribosiltransferasa
dependiente de NAD
(ADPRT). Cataliza la
transferencia del resto
ribosilo ADP de NAD
oxidado (NAD +) al
factor de alargamiento
eucariotico 2 (eEF-2),
lo que detiene la
sintesis de proteinas.

Proteasa IV Via Sec In vitro puede digerir | 0.9919
inmunoglobulinas,
fibrindgeno,

plasmindgeno.

Fosfolipasa C Via Tat Actividad hemolitica 0.9949

Fig. 9. Factores de virulencia de Pseudomonas aeurginosa NAO4 con alta probabilidad de ser secretados al medio extracelular.

Purificacion de la Toxinas del Sobrenadante de P. aeruginosa NA04
Para la purificacion de las toxinas responsables de la actividad insecticida, se realiz6 una

cromatografia de intercambio aniénico debil (DEAE-Sepharose SIGMA-ALDRICH). En la
columna se cargaron 2ml del sobrenadante concentrado 10 veces por liofilizacién. Se obtuvieron

120 fracciones con un volumen de 1 ml por fraccion. Cada una fue monitoreada por absorbancia a
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280 nm (Fig. 9) con el objetivo de encontrar fracciones con proteina. Como se puede observar en
la gréafica, se obtuvieron dos picos. El primero es del lavado de la columna con el buffer de
equilibrio, las cuales abarcan de la fraccion 2 a la 24. En el segundo pico son las fracciones
obtenidas con el buffer de elucion, las cuales abarcan las fracciones 37 hasta la 58. Se hizo una
mezcla de las fracciones, la primera consta de las fracciones 2 hasta la 24, la cual se llam6 F1. La
mezcla del resto de fracciones, de la 59 hasta la 120, se llam6 F2. F1 y F2 se liofilizaron hasta

sequedad y se resuspendieron en 1 ml y 500 ul de agua estéril respectivamente.

Para probar su actividad se inyectaron 10 ul de cada mezcla en larvas de Galleria mellonella,
mientras que F1 mostr6 una mortalidad del 100%, F2 no mostré actividad alguna: (Fig.10).
Posteriormente se cargaron 15 pl de cada pico en un gel SDS-PAGE AL 12%, pero no se observo

ninguna banda.

Debido a que no se detectaron proteinas en el SDS-PAGE, se concentrd el sobrenadante 20 veces
y se cargaron 5 ml a la columna. Debido a que sé6lo se encontr6 actividad en la mezcla F1, la
recoleccion se realizd de manera diferente; se recolectaron 30 ml pertenecientes al lavado por el
buffer de equilibrio y se denominoé a la fraccion como F1. Para el paso del buffer de elucion, se
recolectaron 3 fracciones con un volumen de 10 ml cada una, y se denominaron como F2, F3y F4
segun el orden de recoleccidn. Se realizo liofilizacion de las fracciones y se resuspendieron en 500
ul de agua estéril.

Se cuantificé la proteina por el método de Bradford de cada fraccion, arrojando F1 una
concentraciéon de 842.43 ug por ml, F2 1245.85 ug por ml, F3 1149.56 ug por ml y F4 no dio

lectura.

Se cargaron 20ul de cada fraccion en un SDS-PAGE al 12%. En el carril de la fraccion F1 se
observaron 2 bandas con un peso molecular de alrededor de 25 y 15 kDa, en el carril de F2 se
observo una banda de alrededor de 65 kDa, mientras en el carril de F3 se nota una banda del mismo
peso de 65 kDa y una banda de alrededor de 35 kDa, por su parte en el carril perteneciente a F4 no
se observaron bandas (Fig 12). Se inyectaron 10ul de cada fraccion en Galleria mellonella para
volver a comprobar la actividad insecticida, nuevamente, solo se encontro actividad en la fraccion
perteneciente al paso del buffer de equilibrio. Para comprobar que la actividad insecticida de la
fraccion F1 es debido a un componente proteico, se procedid a calentar la muestra durante 10
minutos a 100°C. La actividad disminuy6 un 60% en la fraccidn tratada por calor (Fig 13).
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Posteriormente, para enriquecer la proteina con mayor actividad insecticida, se decidi6 utilizar la
cromatografia rapida de alta eficacia (HPLC). Especificamente se utilizd una columna C-18 y
acetonitrilo como fase maévil (5% - 100%), la duracion de la corrida fue de 40 minutos y para el
monitoreo de los compuestos de la muestra se us6 la medicion de la absorbancia a 280nm. Durante
los primeros 10 minutos de corrida en la fase movil se usé un porcentaje constante del 5% de

acetonitrilo, enseguida el gradiente empieza desde 5% hasta el 100% por 30 minutos.

Se inyecto en el equipo 700 pul de la fraccion F1 proveniente de la separacion por la cromatografia
de intercambio anidnico y, se procedid a hacer una recoleccion de los picos que surgieron por la
medicion de la absorbancia. Como se puede observar en el cromatograma (Fig. 14), se forman tres
picos, uno correspondiente a los minutos 4 - 12, otro de los minutos 13 - 14.5 y otro en los minutos
16-36, los cuales fueron recolectados. Ademas, fue recolectado el resto de volumen que no
pertenece a ningln pico. Las muestras se pasaron por un ultrafiltrador con una membrana de 10kDa
y se utilizaron 10 volumenes del buffer (25 mM TRIS-HCL, pH 8.0) para eliminar la cantidad de

acetonitrilo.

Para evaluar la actividad insecticida, se inyectaron 10 pl de cada muestra en larvas de Galleria
mellonella. Como se puede observar (Fig. 15), la actividad se observo prominentemente en la
fraccion 4-12, con un porcentaje cercano al 80%, mientras que la fraccion 16-36 tuvo actividad
cercana al 20%, las otras fracciones no tuvieron actividad, todo esto a las 48 horas.

Con base a estos resultados nos enfocamos en el pico 4 - 12, ya que los resultados indicaban que
probablemente el componente con mayor actividad insecticida se encuentre ahi. El pico 4 — 12 se
inyectd en el equipo. Para la elucidn, se utilizé la solucion con acetronitrilo al 5%. De esta manera
se trato de dividir el pico con base a los tiempos de recoleccidn, como se muestra en la siguiente
figura (Fig. 16). El pico se dividio en dos, uno que abarca los minutos 4 - 5.9 y otro que abarca los
minutos 5.9 - 12. Se evalud la actividad insecticida de ambas fracciones (Fig. 17). Ambas tuvieron

un porcentaje de actividad muy cercano a las 48 horas, de alrededor del 70%.

A la par del experimento anterior, se realiz6 otro intento para separar la actividad insecticida del
pico 4 -12. Ya que este eluye con 5% de acetonitrilo, por lo tanto, es de un caracter hidrofilico, es
por esto que ahora se utilizaron dos fases maéviles, durante los primeros 15 minutos de la corrida
se utiliz6 agua miliQ, y enseguida una concentracion del 100% de acetonitrilo, la primera se
denomino fase acuosa (Aq) y la segundo como fase acetonitrilo (Ac).
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Posteriormente, todas las fracciones fueron tratadas por calor, ademéas del sobrenadante

concentrado. Como se hizo anteriormente, las muestras fueron hervidas durante 10 minutos a una

temperatura de 100°C, la actividad fue la siguiente (Fig. 18). El porcentaje de actividad observado

en la fase acuosa tiene un porcentaje cercano al 50%, mientras la fase acetonitrilo una actividad de

alrededor del 70%, el sobrenadante completo tuvo un porcentaje del 100%, el resto de las

fracciones no hervidas mantuvieron una actividad similar a las mostradas antes. Es de destacar que

todas las fracciones tratadas por calor perdieron completamente la actividad, excepto el

sobrenadante completo hervido, el cual conservé 20%.
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Figura 10. Cromatograma que muestra los dos picos obtenidos en la corrida por cromatografia de intercambio i6nico.
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Actividad de la Fracciones
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Figura 11. Actividad de picos que mostraron absorbancia a 280nm.

70kDa —»

25kDa —»

Fig 12. SDS-PAGE de las fracciones obtenidas de la separacién de los componentes del sobrenadante por una cromatografia de
intercambio ani6nico débil. De izquierda a derecha, carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: F1, carril 3: F2, carril 4: F3,
carril 5: F4

27



Actividad de la F1 calentada
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Fig. 13 Actividad de la Fraccién con actividad insecticida tratada por calor. P: Pinchazo, BSA: Inyeccidn de 1mg de BSA, F1:
Inyeccion de la fraccion obtenida por el paso del buffer de equilibrio, F1C: Inyeccién de la misma fraccion tratada por calor.
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Fig. 14 Cromatograma de la fraccion F1 separada por HPLC en una columa C-18
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Actividad de las Fracciones (HPLC)
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Fig. 15 Actividad de las fracciones 4-12, 13-14.5, 16-36 y R con actividad insecticida tratada por calor. P: Pinchazo, B: Inyeccién
de 1mg de BSA, R: Restos de la corrida
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Fig. 15 Cromatograma de la fraccidn de la recoleccion por tiempo del pico 4.0-12
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Fig. 16 Actividad de las fracciones 4.0-5,9, 5.9-12. P: Pinchazo, B: Inyeccion de 1mg de BSA
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Fig. 17 Cromatograma de la separacion del sobrenadante concentrado por dos fases, fase acuosa (consiste en el paso de agua
miliQ por 15 minutos) y fase acetonitrilo (consiste en el paso de acetonitrilo al 100% durante 21 minutos)
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Actividad de la Fracciones Tratadas por Calor
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Fig. 18 Actividad de todas las fracciones obtenidas por HPLC ademas de la actividad de éstas tratadas por calor. P: Pinchazo, B:
1mg de BSA Aq: Fase acuosa, Ac: Fase acetonitrilo, C: indica que la muestra fue hervida a 100°C

Discusion

Los resultados obtenidos mediante la aplicacion de las diferentes diluciones del sobrenadante
mostraron una actividad del 20% a las 48 en la dilucién 3:10. Para evaluar la capacidad aditiva de
las moléculas del sobrenadante y la chaperonina GroEL se utilizo una dosis de GroEL que causara
un porcentaje de mortalidad semejante en el mismo lapso de tiempo que la dilucion mencionada.
Es por eso que se utilizaron 200ng de GroEL de Alcaligenes faecalis y 100ng de la GroEL de
Xenorhabdus nematophila. Se utilizaron estas dos GroEL ya que en un experimento previo se
observo que de todas las GroEL probadas, eran las chaperoninas con la menor y mayor actividad
insecticida respectivamente. Los resultados muestran que la administracion de la dilucion del
sobrenadante de P. aeruoginosa en conjunto con GroEL de A. faecalis y Xenorhabdus nematophila
tienen una mortalidad del 70% y 90% a las 48 horas respectivamente, mientras que por separado
todos los tratamientos en el mismo lapso de tiempo tienen una actividad de alrededor del 20%

excepto por la GroEL de Xenorhabdus sp, la cual cuenta con un 40%.

La actividad insecticida de GroEL en conjunto con el sobrenadante de Pseudomonas aeruginosa
NAO04 tiene una mortalidad mas grande que la suma de los tratamientos individuales, lo que podria
definirse como un efecto sinérgico®**°, pero debido a que el sobrenadante es una mezcla de varias

moléculas, el uso de herramientas matematicas para corroborarlo no seria adecuado, ya que se
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utilizan moléculas purificadas para hacer este tipo de analisis®. Aunque no se pueda asegurar una

sinergia, hay al menos una clara tendencia aditiva entre el sobrenadante y las GroEL probadas.

Por otra parte, la separacion del sobrenadante por cromatografia de intercambio iénico arroj6 una
fraccion con actividad insecticida, para constatar que esta actividad es debido a un componente
proteico, se calentd la muestra a 100 °C. La actividad se vio reducida un 60 %. Aunado a esto,
todas las muestras con actividad obtenidas por HPLC y el sobrenadante concentrado cuando fueron
tratadas por calor perdieron la actividad, excepto por el sobrenadante concentrado que mantuvo
una actividad pequefia del 20%.

La pérdida de actividad al ser calentado el sobrenadante concentrado, las muestras de intercambio
anionico y HPLC, indica que la actividad insecticida en el sobrenadante se encuentra dada

mayoritariamente por moléculas sensibles a altas temperaturas, como lo son las proteinas.

Para dar méas soporte a lo anterior, se realizd un analisis in silico de las posibles proteinas que
pudiera producir y excretar la bacteria, las cuales pudieran tener actividad insecticida. El analisis
bioinformatico indicé que 653 proteinas pudieran estar siendo secretadas al medio extracelular.
Comparandolo con un estudio en donde se analiza el secretoma de una Pseudomona aeruginosa
nosocomial por medio de espectrometria de masas®!, tenemos que nuestro analisis pronostica el
doble de proteinas, ya que en este se encontraron 371 proteinas secretadas al medio, tal vez la
discrepancia se deba a los rangos de probabilidad de péptido sefial elegidos, tomando parametros
mas estrictos probablemente se hubiera obtenido un namero similar al del estudio. En nuestro
analisis bioinformatico tres proteinas; Exotoxina A, Fosfolipasa C y la Proteasa 1V, son candidatas
para la actividad insecticida, aunque nunca se ha comprobado en ningn modelo de insecto, y sélo
se ha observado actividad de virulencia en humanos y en ratones. En otro estudio de igual forma
se analizo el secretoma de una Pseudomonas aeruginosa®?, en este caso se encontraron factores
virulencia como la Fosfolipasa C, la zinc metaloproteasa AprA, una quitinasa ChiC, la elastasa
LasB, y algunas proteasas como la PasP, y la LasA. Fosfolipasa C es la Unica proteina que aparece
en nuestro analisis bioinformatico y en el analisis del secretoma, se ha demostrado que la
fosfolipasa C cuenta con actividad hemolitica®, siendo un factor de virulencia en humanos y
ratones. Como se menciond antes, ésta podria ser una molécula candidato para la actividad
insecticida. Comparando el peso molecular de estas proteinas, con las bandas observadas en el
SDS-PAGE de la fraccion F1 obtenida por cromatografia de intercambio anidnico, el peso
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molecular de la fosfolipasa C no corresponde con ninguna banda del gel, ya que la Fosfolipasa C
se encuentra en los 80 kDa, mientras que las bandas en el gel tienen un peso molecular de 25y 15
kDa.

Existe un reporte de actividad insecticida de la zinc metaloproteasa AprA proveniente de
Pseudomonas entomophila en Galleria mellonella®, en este estudio aislaron la proteina del
sobrenadante de la bacteria por medio de una cromatografia de intercambio anionico, al igual que
en nuestra corrida, la proteina se encontro en la fraccion que no interactia con la resina, ademas
en nuestro analisis se encontraron dos homdlogos de la ApraA; la AprE y la AprF, las cuales
cuentan con una péptido sefial. De nuevo comparando el peso molecular de la AprA con las bandas

en el gel, esta cae fuera del rango, ya que cuenta con un peso molecular de 45 kDa.

En el analisis del secretoma, se menciona a la proteina PasP. Esta es una proteasa de 20 kDa,
inyectada en cornea de conejo causa un severo dafio ocular®. La proteina no se encontrd en nuestro
analisis, pero el peso molecular es similar a las bandas mostradas en el gel.

La proteasa IV no se encontrd en el secretoma de Pseudomonas aeruginosa, pero si en nuestro
andlisis bioinformético, como se menciono, esta proteina es un factor de virulencia que degrada
moléculas del sistema inmune in vitro, tiene un peso molecular de 26 kDa y ademas se reporta que
tiene un punto isoeléctrico de 8.70°%%7, esto quiere decir que al pH 8.0 que se utiliza en la columna
de intercambio anionico tendria una carga positiva, por lo que tendria la misma carga que la resina,
por lo tanto es comprensible que la proteina se encuentre en la fraccion F1, la cual no se adhiere a

la resina.

Los resultados obtenidos por el andlisis bioinformatico y los anlisis de secretomas consultados,
indican que hay proteinas que pueden ser las responsables de la actividad insecticida. Aunque
algunas discrepan en el peso molecular propio de la proteina y, de las bandas mostradas en el gel,
esto no quiere decir que estén excluidas de ser candidatas, ya que es posible que lo que observamos
en el gel sean proteinas que estan degradadas y, por lo tanto, son partes de la proteina y no la
proteina entera como tal. Por otro lado, proteinas encontradas en el secretoma pero que no se
encontraron en el analisis bioinformatico, pueda deberse a que varias proteinas en la anotacién
gendmica con alto porcentaje de péptido sefial, eran marcadas como proteinas putativas y la
busqueda de su actividad bioquimica no arrojo resultados. Por lo que es posible que algunas de

estas proteinas putativas se tratasen de las mencionadas en el analisis del secretoma.
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Analizando las posibles interacciones de GroEL y las moléculas del sobrenadante, un estudio
reporta la interaccion de GroEL fisica con microcistinas®, estas son toxinas peptidicas producidas
por la cianobacteria Microcystis aeruginosa, en el estudio se discute que existe la posibilidad de que

esta unién esté implicada en la regulacion de la sintesis de carbohidratos.

Ya que GroEL se encarga de plegar proteinas y al hacer esto tiene que interactuar fisicamente con
ellas, con el reporte de GroEL uniéndose a quitina®® y a microcistinas, ademas de los indicios de
actividad insecticida por parte de proteinas en el sobrenadante, puede pensarse que GroEL esté
interactuando fisicamente con una proteina en el sobrenadante, lo cual potencia el efecto toxico

individual de ambas. Aunque ningun experimento realizado puede corroborar esto.

Debatiendo lo anterior, la GroEL de Xenorhabdus nematophila y el sobrenadante tienen una mayor
actividad que la GroEL de Alcaligenes faecalis y el mismo sobrenadante. La diferencia de
actividad es similar cuando se compara con la diferencia de actividad de las GroEL por si solas.
En base a esto, se puede discutir que, aunque puede haber un potenciamiento de la actividad cuando
se suministran las GroEL junto con el sobrenadante, es posible que la actividad se deba a que el
organismo, en este caso Galleria mellonella, tenga que lidiar con dos toxinas, y sea esta la razon
del porcentaje de individuos muertos observados. Entonces en la actividad en conjunto no existe
la interaccion fisica entre las dos moléculas y es el efecto tdxico individual de ambas moléculas
en sitios diferentes el causante de la mortalidad observada. De nuevo, los datos no son suficientes

para corroborarlo.

Por altimo, no se descarta la posibilidad de que una molécula con un origen diferente al proteico
esté implicada en la actividad insecticida. En la bacteria del mismo género, Pseudomonas protegen
F6 se encontrd el metabolito Orfamida A, el cual mostro actividad insecticida en contra del insecto

Myzus persicae®.

Conclusion
La dilucion 3:10 del sobrenadante de Psudomonas aeruginosa mostré actividad insecticida en

larvas de Galleria mellonella, cuando se administré junto con la GroEL de Xenorhabdus sp. y
Alcaligenes faecalis se observd un potenciamiento de la actividad tdxica en insectos,

correspondiente a un efecto cuando menos aditivo.
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La fracciéon F1, 4-5.9, 5.9-12, 1.8-14.5, 15-36 mostraron una disminucion de la actividad cuando

se trataron por calor, es por eso que la actividad insecticida probablemente se deba a un

componente proteico, aungue no se descarta la posibilidad de que otro tipo de molécula sea la

responsable de esta. Los analisis bioinformaticos aunados a los reportes de secretoma de la bacteria

muestran posibles candidatos proteicos con actividad insecticida los cuales pudieran encontrarse
en las fracciones 4-5.9, 5.9-12 y 1.8-14.5.

Tomando en cuenta todas las variables (aparicion en el analisis bioinformatico, peso molecular,

aparicion en andlisis de secretoma, punto isoeléctrico y virulencia en insectos), la proteina

responsable de la actividad insecticida probablemente se trate de algin homologo de la proteina

AprA.
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