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RESUMEN

La esporulacion, que es una respuesta de quorum sensing,
es un proceso de diferenciacion celular mediado por moléculas
de seiializacion, sefiales fisiologicas y ambientales. Se sabe que
Bacillus subtilis detecta las sefiales metabdlicas y ambientales
y éstas son integradas a un sistema de transferencia secuencial
de fosfatos. Las seiiales son detectadas por histidina cinasas que
se autofosforilan y fosforilan, a su vez, a proteinas que actiian
como reguladores de respuesta y activan la expresion de ge-
nes especificos de esporulacion. Dada la importancia de B. ce-
reus desde el punto de vista epidemioldgico, el potencial para
bioterrorismo de B. anthracis y la importancia en biotecnologia
agricola de B. thuringiensis, la investigacion sobre los mecanis-

mos moleculares de sefializacion y la regulacion del inicio de la
esporulacion en estas bacterias del grupo B. cereus reviste espe-
cial interés. En esta revision se discute la literatura sobre este
tema, haciendo hincapié en las histidina cinasas y en el andlisis
comparativo de los genomas de B. subtilis y del grupo de B.
cereus, en cuanto a las secuencias de posibles histidina cinasas
y reguladores de respuesta. Cabe destacar que en los genomas
del grupo B. cereus hay mayor niimero de histidina cinasas (10
a 14) y de reguladores de respuesta (7 a 11) putativos que en
B. subtilis (6 histidina cinasas y 6 reguladores de respuesta), lo
cual sugiere una mayor capacidad para responder a estimulos
ambientales y metabdlicos en estas bacterias.

1 género Bacillus com-

prende una diversidad

de bacterias Gram posi-
tivas aerobias, entre las cuales se hallan
B. subtilis, el microorganismo modelo de
estudio para bacilos esporulados, y las
bacterias del grupo B. cereus. En estos
bacilos el proceso de diferenciacion celu-
lar, que culmina con la liberacién de es-
poras, es una respuesta a condiciones
ambientales hostiles, tales como bajos ni-
veles de nutrientes, incluyendo oxigeno o
un pH desfavorable (McKillip, 2000).

El grupo B. cereus esta
formado por seis especies: B. cereus,
B. anthracis, B. thuringiensis, B. myco-
ides, B. pseudomycoides y B. weihens-
tephanensis (Cherif et al., 2003). B.
cereus produce toxinas responsables de
intoxicaciones alimentarias, B. anthra-
cis es el agente causal del 4antrax
(Brunsing et al., 2005) y B. thuringien-
sis es utilizado como bioinsecticida
para el control biolégico de plagas ta-
les como insectos, dcaros y nemadtodos
(Schnepf et al., 1998), debido a que
produce distintas toxinas. Las toxinas

de B. thuringiensis més utilizadas en
agricultura son las proteinas Cry, espe-
cialmente las de la familia CrylA, que
son toxicas para lepidépteros y son sin-
tetizadas durante la esporulacién (Cric-
kmore et al., 1998).

La esporulacién es un
proceso de diferenciacién celular muy
conservado entre las bacterias, e invo-
lucra la regulacién de la expresion tem-
poral y espacial de varios genes a tra-
vés de la utilizacién de factores de
transcripcién sigma (o) de la ARN po-
limerasa. En B. subtilis los factores of
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G - R -
y G° se expresan en la es-  gon,  Histidina Cinasa SpolA
pora, mientras que los fac- o Dominio o N
tores o y oX se expresan Dominio ' Dominioc Dominio
Receptor Autocinasa Receptor Regulador

en la célula madre (Hil-
bert y Piggot, 2004). De
manera similar, en B. thu-
ringiensis inmediatamente
después de la division asi-
métrica, 6" se activa en la
preespora y posteriormen-
te se activa o® (of) en la
célula madre; éste a su
vez activa al promotor Btl
para dar inicio a la trans-
cripciéon de los genes que
codifican para las protei-
nas Cry dependientes de
la esporulacién. Después
de que finaliza el engolfa-
miento, proceso en el cual la preespora
se recubre de dos membranas, se acti-
van o¢ en la preespora y 62 (c¥) en la
célula madre, y ¢?® activa al promotor
BtII para continuar con la transcripcion
de los genes Cry (Agaisse y Lereclus,
1995). La sintesis de la cubierta y la
corteza, la maduracién de la espora y
la lisis de la célula madre son controla-
das por la expresién de genes especifi-
cos durante los dltimos estadios. Cada
paso depende de la finalizacién de cada
uno de los estadios previos, excepto la
formacién del filamento axial (Piggot y
Hilbert, 2004).

Las proteinas Cry for-
man un cristal que es ingerido junto
con las esporas por el insecto. En el
caso de larvas de lepiddpteros, el cris-
tal es solubilizado en el intestino me-
dio bajo condiciones reductoras a un
pH >9,5. Posteriormente, la proteina es
procesada por las proteasas del intesti-
no de la larva para dar lugar a la toxi-
na activa, que se une a receptores es-
pecificos de la membrana de las células
epiteliales y se introduce para crear ca-
nales i6nicos o poros en la membrana
celular (Bravo et al., 2007). Como con-
secuencia, el intestino del insecto se
inmoviliza, las células intestinales son
lisadas y el pH en el intestino disminu-
ye. Bajo estas condiciones las esporas
de B. thuringiensis pueden germinar. A
la fecha no se sabe si la muerte del in-
secto es debida a la septicemia causada
por el bacilo (Jurat-Fuentes y Adang,
2006) o por bacterias entéricas (Brode-
rick et al., 2000).

Regulacion del Inicio de la
Esporulacion

Puesto que la transcrip-
cién de los genes cry requiere los fac-
tores de transcripcién ¢ de esporula-
cion, su expresion depende de que se
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servado de aspartato
en el RR SpoOF. Este
dltimo carece de un
dominio de unién a
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Figura 1. Sistema de transferencia de fosfatos en la esporulacién de B. subtilis. (Modifi-
cado de Stephenson y Hoch, 2002).

inicie la esporulacién y por ende estd
relacionada con la regulacién del inicio
de este proceso (Sierra-Martinez et al.,
2004). La esporulacién, que es una res-
puesta de quorum sensing, es un proce-
so de diferenciacién celular complejo
mediado por moléculas de sefializacion,
sefiales fisioldgicas y ambientales (Liu
et al., 2003). El proceso de esporula-
cién se ha estudiado principalmente en
B. subtilis y se sabe que estas bacterias
detectan las seflales metabdlicas y am-
bientales, y las integran en un sistema
de transferencia secuencial de fosfatos,
denominado en inglés phosphorelay
(Hilbert y Piggot, 2004).

Esporulacién y Sistemas de
Transduccién de Seiiales

En el phosphorelay las
seflales externas e internas son capta-
das por histidina cinasas (HCs), las
cudles se autofosforilan y fosforilan a
su vez a proteinas que actdan como re-
guladores de respuesta (RR) y que pos-
teriormente activan la expresién de ge-
nes especificos de esporulacién (Phi-
llips y Strauch, 2002; Fujita y Losick,
2003). El sistema estd compuesto por
HCs, aspartil fosfato fosfatasas perte-
necientes a la familia de las Rap-fosfa-
tasas, fosfotransferasas como SpoOB y
reguladores de respuesta (RR) como
SpoOF 'y SpoOA (Fujita y Losick,
2005).

En B. subtilis las HCs
que intervienen en el phosphorelay son
Kin A, B, C, D y E (Jiang et al.,
2000), siendo las tres primeras las de
mayor importancia en el inicio de la
esporulacién (Kobayashi et al., 1995;
LeDeaux et al., 1995). En respuesta a
diversas seflales aun no identificadas,
las HCs son fosforiladas en un residuo
conservado de histidina, luego transfie-
ren el grupo fosfato a un residuo con-

Unién a ADN

Esporulacién

incapaz de activar la
transcripcién (Molle et
al., 2003). SpoOF a su
vez transfiere el grupo
fosfato a un residuo
conservado de histidina
en la fosfotransferasa
SpoOB 'y ésta final-
mente transfiere el
grupo fosfato a un re-
siduo conservado de
aspartato localizado en
el extremo amino ter-
minal del RR SpoOA.
La fosforilacion de SpoOA induce su
unién al ADN en el genoma bacteriano,
mediante el dominio de unién a ADN
en el carboxilo terminal (Figura 1).
Spo0A es el regulador por excelencia
en la esporulacién de B. subtilis, mas
de 121 genes estdn bajo el control del
factor de transcripciéon SpoOA, un ter-
cio de los cuales son activados y el
resto son reprimidos (Stephenson vy
Hoch, 2002; Molle et al., 2003).

Se ha observado que en
cepas que tienen bloqueado el residuo
de aspartato fosforilable en SpoOA, la
esporulacién es baja, a pesar de que se
expresan genes asociados con altas
concentraciones de SpoOA~P. Lo ante-
rior sugiere que la fosforilacién inicia-
da por las HCs y el proceso de transfe-
rencia de fosfatos son requeridos para
que se inicie la expresiéon de genes es-
pecificos de esporulacién (Fujita y Lo-
sick, 2005).

SpoOA~P puede activar
o reprimir la expresién de varios genes,
por ejemplo, cuando la concentracion
es baja reprime la transcripcién del gen
abrB, y por ende la sintesis del regula-
dor transicional AbrB, que inhibe la
transcripcién de los genes de esporula-
cién en B. subtilis durante las fases de
crecimiento exponencial y de transicién
(Strauch et al., 1990). Cuando la con-
centracion de SpoOA ~P es alta se acti-
van los promotores de los genes tem-
pranos de esporulaciéon spollA, spollE
y spollG. Ademds de SpoOA~P, el esta-
blecimiento del estado de transicién y
la esporulacién, requieren del factor ot
(Piggot y Hilbert, 2004). Otro regula-
dor es CodY, un represor de genes de
la fase estacionaria y esporulacion; éste
se une directamente al GTP y asi se
activa para reprimir la expresién de los
genes phrA, phrE y kinB. Cuando hay
limitacién de nutrientes en el medio los
niveles de GTP disminuyen y CodY
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pierde la habilidad de re-
primir a dichos genes,
permitiendo la expresion
de los mismos (Sonens-
hein, 2000).

El nivel de fosforila-

CodY-GTP KinB

cién de Spo0A es contro- [Pept Sefial

lado por fosfatasas de la PhrA, C,E

familia aspartil fosfato
fosfatasas. En B. subtilis

[ Sefiales Ambientales y Metabélicas

KinA KinC KinD KinE

las Rap fosfatasas A, B, y
E liberan grupos fosfatos
de  SpoOF~P  (Perego,
2001), mientras que las
fosfatasas SpoOE (Ohlsen
et al., 1994), Yisl y YnzD
liberan el grupo fosfato
de  SpoOA~P  (Perego,
2001; Stephenson y Pere-
go, 2002; Figura 2). Aun-
que las fosfatasas Rap y
SpoOE tienen la misma
actividad bioldgica e inte-
ractian con dominios de
proteinas que exhiben el
mismo plegamiento dentro
de la célula, sus secuen-
cias a nivel de aminodcidos son muy di-
ferentes (Stephenson y Lewis, 2005).

Adyacentes a los genes
que codifican para las Rap-fosfatasas,
se encuentran los genes que codifican
para los péptidos Phr, formando casetes
de sefializacién rap-phr. En el genoma
de B. subtilis se han encontrado 7 ca-
setes de sefializacién rap-phr que regu-
lan competencia genética, esporulacién
y otros genes involucrados en las res-
puestas de quorum sensing. La activi-
dad de las Rap fosfatasas de la familia
Phr es regulada por pentapéptidos sefial
obtenida del procesamiento de las pro-
teinas Phr, cuyos genes en B. subtilis
se encuentran adyacentes al gen de la
Rap fosfatasa que regulan, formando un
casete (Koetje et al., 2003; Pottathil y
Lazazzera, 2003). Las proteinas Phr
tienen 38 a 44 aminodcidos y son tra-
ducidas a partir del mismo transcrito
rap (Stephenson et al., 2003); luego
son procesadas intracelularmente y el
péptido es exportado al exterior de la
célula, para ser después reinternalizado
al citoplasma por medio de la oligopép-
tido permeasa Opp y unirse a su Rap-
fosfatasa especifica, inactivdndola (Pe-
rego, 1998). Al aumentar la densidad
celular aumenta la concentracién de los
péptidos sefial (PhrA, C y E) que inhi-
ben a las fosfatasas RapA, RapB vy
RapE, respectivamente.

Como se menciond pre-
viamente, para que la esporulacién ten-
ga inicio, ademds de una densidad ce-
lular alta, se requiere la limitacién de
nutrientes, que ocasiona una disminu-

y Lewis, 2005).
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De esta manera, la regula-
cién del inicio de la esporula-
cién es muy compleja y depende
de la integracién e interaccion
de todos los eventos y sefiales
mencionadas; una vez que el
proceso inicia es irreversible y
si no se completa, la célula no
sobrevivird. Aunque esta revi-
sién se enfoca en aspectos rela-
cionados con el inicio del proce-
so, las etapas posteriores tam-
bién son importantes y dependen
de que la célula haya almacena-

SpoliA
SpollE
SpoliG

Septo polar

do suficiente energia para com-
pletar el proceso y asi formar la
espora madura. Es la espora la
que permitird a la bacteria resis-

CEspora>

Figura 2. Modelo propuesto para el inicio de la esporulacién en B. subtilis.
(Modificado de Phillips y Strauch, 2002; Piggot y Hilbert, 2004; Stephenson

cion en la relacion GTP:GDP. El CodY
ha sido identificado como el sensor
fundamental de los niveles de GTP:
GDP (Serror y Sonenshein, 1996). Cod
Y es una proteina de unién a GTP que
monitorea la concentracién intracelular
de GTP y regula la transcripciéon de
genes de la fase estacionaria temprana
y de esporulacién, lo que permite que
la célula se adapte a limitaciones nutri-
cionales. Cepas de B. subtilis carentes
de este gen, esporulan bajo condiciones
de exceso de nutrientes (Ratnayake-Le-
camwasam et al., 2001). Durante el
crecimiento del bacilo en medios ricos,
CodY reprime movilidad, competencia
y los genes requeridos para la utiliza-
cién de fuentes alternas de carbono y
nitrégeno (Serror y Sonenshein, 1996).

También hay sefales
intracelulares, como lo son las altera-
ciones en el ADN o el bloqueo de la
replicacién, que impiden el inicio de la
esporulacién (Lemon et al., 2000; Be-
jerano-Sagie et al., 2006). Cuando se
encuentra un dafio en el ADN se expre-
san las proteinas Sda (Rowland et al.,
2004) y Kipl (Wang et al.,, 1997,
Burkholder et al., 2001). La primera
proteina reprime la expresion del gen
dnaA y ambas impiden la autofosforila-
cién de la HC KinA, bloqueando al sis-
tema de transferencia secuencial de
fosfatos. Por lo tanto, solo las células
sin alteraciones en los cromosomas
contindan o progresan en el proceso de
diferenciacién celular y llegan a espo-
rular adecuadamente (Stephenson y
Lewis, 2005).

tir condiciones adversas y ger-
minar cuando éstas sean propi-
cias para lograr que la especie
se conserve.

Histidina Cinasas, Sensores
del Sistema de Transferencia
Secuencial de Fosfatos

En las bacterias, los
sistemas de dos componentes (SDC)
son utilizados para monitorear e inter-
pretar cambios en el ambiente y asi
responder adecuadamente regulando la
expresion de genes. Los SDC clésicos
estdn formados por una HC y un RR.
La HC detecta las sefiales ambientales
mediante su dominio sensor y promue-
ve la autofosforilacién dependiente de
ATP del residuo de histidina. El fosfato
es transferido posteriormente a un resi-
duo de aspartato en el dominio recep-
tor del RR (generalmente un factor de
transcripcion), lo que permite su acti-
vacién y unién a regiones especificas
en el ADN, para activar o reprimir la
expresion de genes involucrados en res-
puestas adaptativas (Stephenson y
Hoch, 2002; De Been et al., 2006). En
el caso de la esporulacién en B. subti-
lis, los SDC son mds complejos, ya que
se tiene el sistema de transferencia se-
cuencial de fosfatos descrito anterior-
mente, donde el RR no es un factor de
transcripciéon  (Stephenson 'y Hoch,
2002).

En B. subtilis, las cina-
sas KinA, KinB y KinC son regulado-
res positivos del inicio de la esporula-
cién y se han relacionado con niveles
altos de SpoOA~P, mientras que las ci-
nasas KinD y KinE son reguladores
negativos, estdn asociadas con bajos ni-
veles de SpoOA~P y tienen que ver con
el establecimiento de la fase de transi-
cién (Jiang et al., 2000; Phillips y
Strauch, 2002). Mds recientemente se
encontré que existen HCs que regulan

317



el inicio de la esporulacion
en B. anthracis y un RR
que activa el factor 6® en B.

Dominio Sensor

Dominio Transmisor

cereus (Anderson et al.,

2005). Sin embargo, poco se
conoce acerca de los SDC
implicados en la regulacion
de este proceso en B. thu-
ringiensis.

TMR1

al., 2006).
En un estu-
dio realizado en B. subtilis utilizando
mutantes nulas, dobles, triples y cué-
druples en HCs (KinA, KinB, KinC y
KinD) se evalué la expresion del gen
abrB mediante fusiones transcripciona-
les del promotor del gen abrB al gen
reportero lacZ. Hubo una mayor expre-
sién en las cepas que carecian de las
cuatro cinasas o que eran mutantes tri-
ples en KinA, KinB y KinC, por lo
que los niveles de expresion de Spo0OA
fueron minimos. La delecién de los ge-
nes KinA y KinB, disminuyé hasta
seis veces la esporulacién en compara-
cién con la cepa nativa (Jiang et al.,
2000).

Las cinasas KinC vy
KinD fosforilan preferiblemente a
SpoOF, por lo que cuando las otras ci-
nasas son deletadas, los niveles de
SpoOA~P se mantienen bajos, pero son
suficientes para reprimir la transcrip-
cién del gen abrB. Sin embargo, los ni-
veles alcanzados de SpoOA~P no son
suficientes para activar genes especifi-
cos de esporulacién en ausencia de
KinA y KinB (Jiang et al., 2000).
KinA es la principal cinasa que fosfo-
rila a SpoOF, por lo que la esporulacién
regulada por esta cinasa depende de la
fosfotransferasa SpoOB y de la sintesis
y fosforilacién de SpoOA. Por otra par-
te, la sobreexpresion de los genes kinA,
kinB y kinC indujo la esporulacién de
la bacteria, aun sin limitacién de nu-
trientes (Fujita y Losick, 2005).

En las HCs de las bac-
terias, los dominios sensores localizados
en el amino terminal presentan una alta
variabilidad, mientras que los dominios
transmisores, los de las interacciones
proteina-proteina y proteina-ADN se
conservan. Por ejemplo, en B. subtilis la
regioén que rodea el sitio activo de KinA
y KinB estd muy conservada, mientras
que en los dominios sensores hay una
variacién considerable, lo cual explica la
respuesta de las HCs a sefales tan di-
versas (Zhang y Dong, 2004). Algunos
estudios en el género Bacillus han de-
mostrado que existe alta homologia en-
tre las superficies de interaccién del RR
SpoOF y las HCs. Esto sugiere que la
superficie con la que SpoOF interacciona
con las HCs también debe ser muy con-
servada (Stephenson y Hoch, 2002).
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Figura 3. Dominios de una histidina cinasa. (Modificado de Mascher et

Caracteristicas Estructurales de las
Hisdina Cinasas

En general las HCs
presentan tres dominios estructurales:
un dominio receptor o sensor periplas-
matico, un numero variable de domi-
nios transmembranales (TMR) y un do-
minio transmisor citoplasmaético. De
acuerdo a sus dominios de monitoreo
las HCs se han agrupado en HCs peri-
plasmaticas, transmembranales y cito-
plasmadticas (Mascher et al., 2006).

El primer grupo, que
es el de las HCs clasicas, es el mas
grande y son cinasas sensoras unidas a
la membrana. Los dominios sensores
se encuentran en el periplasma mien-
tras que el dominio cinasa se localiza
en el citoplasma. Este tipo de HCs mo-
nitorea solutos y nutrientes. EI dominio
de monitoreo periplasmatico, localiza-
do en el amino terminal estd delimita-
do por dos hélices transmembranales a
cada lado (TMR1 y TMR2), seguido
por el dominio transmisor citoplasmd-
tico localizado en el carboxilo termi-
nal. Se ha observado que el segmento
que conecta TMR2 al dominio cito-
plasmatico en las HCs tiene una se-
cuencia y longitud muy variables (40-
180 residuos) e incluye un elemento
estructural comin llamado HAMP o
lazo tipo P. Este elemento tiene una
topologia de dos hélices anfipdticas
unidas por un lazo. Se cree que las hé-
lices transmiten sefiales entre el domi-
nio externo y el mdédulo citoplasmético
interno (Marina et al., 2005). El domi-
nio transmisor se caracteriza por tener
dos hélices o y actuar como un domi-
nio de dimerizacién DHp (dimerizacién
e histidina fosfotransferasa) o dominio
HisKA. Este dominio presenta una se-
cuencia con un residuo de histidina
conservado para la autofosforilacion
(caja H) y finaliza con un dominio ca-
talitico CA (HATPasa) conservado de
aproximadamente 250 residuos de ami-
nodcidos donde se localizan las cajas
N, D, F y G (Figura 3). El dominio
DHp forma un dimero estable y es fos-
forilado en presencia de ATP por el
dominio CA; estos dos ultimos forman
el ndcleo de las HCs (Marina et al.,
2005).

El segundo
grupo corresponde a las HCs
con mecanismos de monitoreo
asociados a las hélices trans-
membranales. Este es un gru-
po muy diverso, cuya caracte-
ristica principal es la presen-
cia de 2 a 20 hélices trans-
membranales en la regidn
amino terminal, conectadas
por lazos extracitoplasmaéticos, implica-
dos en la recepcion de sefales. Estas
HCs carecen de dominios extracelula-
res, por lo que los estimulos detectados
se localizan dentro de la membrana.
Los estimulos monitoreados por este
receptor son modificaciones en las pro-
piedades mecdnicas de la envoltura ce-
lular, alteraciones en los componentes
de la membrana, gradientes electroqui-
micos y compuestos toxicos que alteran
la integridad de la membrana. La trans-
ferencia de la sefial ocurre desde la
membrana hasta el dominio cinasa cito-
plasmaético (Zhulin et al., 2003; Wecke
et al., 20006).

El tercer grupo son las
HCs con dominios de monitoreo cito-
plasmatico, que pueden estar ancladas a
la membrana o ser proteinas solubles
con dominios de monitoreo en el cito-
plasma. Debido a que los dominios
sensores de estas HCs se encuentran
dentro del citoplasma, los estimulos
que detectan son intracelulares o se lo-
calizan en la membrana citoplasmadtica
(Shi y Hulett, 1999; Marina et al.,
2005). Estas protefnas perciben solutos
citoplasmdticos, proteinas de sefializa-
cién implicadas en el metabolismo y el
ciclo celular, y estimulos internos como
oxigeno, hidrégeno o estimulos trans-
mitidos por sensores transmembrana.
Las HCs citoplasmdticas muestran un
alto grado de diversidad en la organi-
zacién de sus dominios, especialmente
las proteinas HCs citoplasmdticas solu-
bles (Mascher et al., 2006).

Muchas de las HCs
citoplasmdticas ancladas a membranas,
se identifican por la presencia de domi-
nios citoplasmaticos denominados GAF
y PAS (Galperin, 2004) y contienen de
2 a 4 hélices transmembranales, sin la-
zos periplasmadticos. Los dominios sen-
sores citoplasmaticos se localizan en
las regiones amino o carboxilo termi-
nal de estas hélices. Los dominios PAS
se encuentran en medio de la regidn
amino terminal y son mddulos de sefia-
lizacién altamente conservados. Estos
dominios monitorean cambios en el ni-
vel energético de la célula, el potencial
redox, oxigeno, luz y también median
interacciones proteina-proteina. En bac-
terias estos dominios se encuentran ex-
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clusivamente en las cinasas sensoras de
los SDC (Taylor y Zhulin, 1999).

Un aspecto importante
y unico de las HCs es que son dimeros
funcionales, es decir, se requieren dos
mondmeros para ejercer sus tres activi-
dades enzimdticas (autocinasa, fosfo-
transferasa y fosfatasa), por lo que es-
tos dominios pueden existir en diferen-
tes estados conformacionales con res-
pecto uno del otro. Debido a que la
autofosforilaciéon de las HCs se realiza
a través de un mecanismo en frans en-
tre dos moléculas en el dimero, el ATP
unido al dominio CA de una molécula
es utilizado para fosforilar un residuo
de histidina del dominio DHp de la
otra molécula. La interaccién de la HC
con su RR también se realiza a través
de la interaccién en trans (Inouye,
2003).

A la fecha, es poco lo
que se conoce en cuanto al mecanismo
de recepcion de sefiales, debido a que
se desconoce cudles son las moléculas
que actian como estimulos primarios
para activar el sistema de transferencia
secuencial de fosfatos. Se ha encontra-
do que los estimulos ocasionan cambios
conformacionales intramoleculares en
los dominios sensores de las HCs. Es-
tos cambios son propagados dentro de
las hélices TMR, afectando la dimeri-
zacién y/o la actividad de las HCs, lo
que conduce a la activacién del domi-
nio transmisor citoplasmatico (Wolanin
et al., 2002). También se cree que en
los SDC hay otras proteinas involucra-
das, que transmiten una sefial primaria
a la HC, lo cual complica un poco la
identificacion de los estimulos prima-
rios. Sin embargo, se especula que el
mecanismo de transmision de sefales
en general para todos los SDC podria
ser similar (Mascher et al., 2006).

Histidina Cinasas Asociadas
con la Regulacion de la Esporulacion
en B. subtilis y en el Grupo B. cereus

En el genoma de B.
subtilis se encuentran codificados 14
dominios PAS, distribuidos en 9 protei-
nas y en las cinasas sensoras KinA,
KinB, KinC, KinD y KinE. KinA es
una proteina citoplasmdtica soluble
cuya actividad puede ser afectada por
la presencia de algunos &4cidos grasos
saturados (Strauch er al., 1992). Esta
cinasa es activa como dimero y estd
conformada por un dominio receptor de
sefiales en el amino terminal y un do-
minio cinasa en el carboxilo terminal.
Su dominio receptor contiene tres do-
minios PAS, PAS-A, PAS-B y PAS-C,
los cuales presumiblemente regulan la
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TABLA 1
NUMERO DE MARCOS DE LECTURA CON SIMILITUD A HISTIDINA
CINASAS (HCs) Y REGULADORES DE RESPUESTA (RR), DISTRIBUIDOS
EN OPERONES (HC-RR), EN MARCOS DE LECTURA FUSIONADOS (HC-RR),
EN UNIDADES TRANSCRIPCIONALES INDEPENDIENTES
(HClugepena Y RRippgepend) PRESENTES EN LOS GENOMAS DE
B. subtilis Y BACTERIAS DEL GRUPO B. cereus*

Especie HCs RR Operones Proteina  HCpygepena  RRindgepend

HC-RR  de fusion

HC-RR
B. cereus ATCC 14579 55 48 39 2 14 7
B. cereus ATCC 10987 54 49 40 2 12 7
B. cereus ZK 57 52 43 2 12 7
B. thurigiensis Konkukian 58 52 44 1 13 7
B. anthracis Ames (0581), Sterne 52 51 41 1 10 9
B. anthracis A2012 50 50 38 1 11 11
B. subtilis 168 35 35 29 0 6 6

* (Modificado de De Been et al., 20006).

actividad de la cinasa en respuesta a
las sefiales que inducen la esporulacién
en la bacteria. También se ha reportado
que el dominio PAS-A de la cinasa
KinA se une al ATP y cataliza el in-
tercambio de fosfato entre el ATP y los
nucledsidos difosfato, lo que indica que
este dominio posee actividad catalitica.
A una cepa de B. subtilis se le introdu-
jo una mutacién puntual en KinA cam-
biando la cisteina en la posicién 75 por
alanina. Esta mutacién incrementé cin-
co veces la afinidad del dominio PAS-
A al ATP y estimulé la esporulacion
dependiente de la cinasa KinA, indi-
cando que ese dominio es esencial para
su actividad catalitica. Los dominios
PAS-B/ PAS-C estdn involucrados en la
homidimerizacién con los dominios
PAS-B/ PAS-C de la otra subunidad del
dimero (Stephenson y Hoch, 2001).
KinB estd localizada en la membrana
celular y su actividad depende de la
proteina KbaA (Dartois et al., 1996) y
de la lipoproteina KapB ambas unidas
a la membrana (Dartois et al., 1997).
Por otro lado, las HCs
y los RR en los SDC generalmente se
encuentran formando operones. Sin em-
bargo, hay HCs que se encuentran en el
genoma en una regién distinta a aquella
en la que estd su RR, por lo que se les
ha denominado HC y RR independien-
tes. El andlisis comparativo de las se-
cuencias de los SDC en B. subtilis y el
grupo B. cereus, reveld que existen di-
ferencias en cuanto al ndmero y tipo
seglin se muestra en la Tabla I. De este
andlisis se concluye que en las bacte-
rias del grupo B. cereus existen mds
SDS que en B. subtilis. Cabe destacar
que en esta udltima bacteria no se de-
tectaron proteinas de fusion HC-RR.
Es importante mencio-
nar que las proteinas ortélogas a
SpoOF, SpoOB y SpoOA que participan

en el sistema de transferencia secuen-
cial de fosfatos tienen secuencias muy
conservadas entre todos los miembros
del grupo B. cereus (Anderson et al.,
2005). Lo anterior, ha llevado a pensar
que este grupo de bacterias esporuladas
utilizan un sistema de transferencia de
fosfatos para regular el inicio de la es-
porulacién, similar al que utiliza B.
subtilis. Sin embargo, dentro del grupo
B. cereus, B. thuringiensis es el que
posee el mayor nimero de HCs inde-
pendientes, las cuales podrian estar in-
volucradas en la regulacién del inicio
de la esporulacion.

Conclusiones

En el genoma de las
bacterias del grupo B. cereus existen se-
cuencias que codifican para proteinas
ortélogas a SpoOF, SpoOB y Spo0OA y
otras que corresponden a HCs-RR. Ello
sugiere que en estos organismos existe
un sistema de seflalizaciéon acoplado a
una cadena de transferencia secuencial
de fosfatos similar al de B. subtilis. Sin
embargo, en los genomas de las bacte-
rias del grupo B. cereus hay un mayor
nimero de HCs y RR putativas, e inclu-
sive protefnas de fusion HCs-RR que no
se encuentran en B. subtilis. Puesto que
estas proteinas en conjunto son utiliza-
das para monitorear sefiales metabdlicas
y ambientales, transmitir esta informa-
ciéon al interior de la célula y modular
la expresion de genes especificos invo-
lucrados en respuestas adaptativas, la
presencia de un mayor nimero de sen-
sores sugiere una mayor capacidad para
responder a estimulos ambientales y me-
tabdlicos. Dada la importancia de B. ce-
reus desde el punto de vista epidemiold-
gico, el potencial para bioterrorismo de
B. anthracis y la importancia en biotec-
nologia agricola de B. thuringiensis, re-
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viste especial interés en la investigacién
de los mecanismos moleculares de sefia-
lizacién y la regulacion del inicio de la
esporulacién en estas bacterias.
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SPORULATION START AND HYSTIDINE KINASE REGULATION: A COMPARATIVE ANALYSIS OF Bacillus

subtilis THE GROUP OF Bacillus cereus

Laura M. Castafieda-Sandoval, Mayra de la Torre, Sergio Casas-Flores and Maria A. Islas-Osuna

SUMMARY

Sporulation is a quorum sensing response and a cellular dif-
ferentiation process regulated by signalling molecules and physi-
ological and environmental signals. The regulation of sporulation
initiation has been extensively studied in Bacillus subtilis and oc-
curs through phosphorelay. B. subtilis detects metabolic and envi-
ronmental signals through histidine kinases that are autophospho-
rylated and then transfer the phosphate group to response regula-
tors, activating the expression of sporulation genes. However, there
are other important sporulated bacilli like those from the B. cereus
group. B. cereus toxins are related to food-borne intoxication, B.
anthracis may be used as biological weapon in bioterrorism, and

B. thuringiensis is an excellent biological control agent. Therefore,
it is critical to understand the signalling processes that control
sporulation initiation and the toxin synthesis. This review summa-
rizes known literature about regulation of initiation of sporulation
in the B. cereus group focusing in the role of histidine kinases and
the putative open reading frames of these sensors in B. subtilis and
B. thuringiensis. The genomes of the B. cereus group have 10 to 14
putative histidine kinases and 7 to 11 response regulators, com-
pared to 6 histidine kinases and 6 response regulators in B. subti-
lis, implying that this last bacteria should have a lower capacity to
respond to environmental and metabolic signals.

REGULAMENTACAO DO INICIO DA ESPORULACAO E HISTIDINA-CINASE: UMA ANALISE COMPARATIVA

ENTRE Bacillus subtilis E O GRUPO Bacillus cereus

Laura M. Castafieda-Sandoval, Mayra de la Torre, Sergio Casas-Flores e Maria A. Islas-Osuna

RESUMO

A esporulagdo, que é uma resposta de quorum sensing, é um
processo de diferenciacdo celular mediado por moléculas de si-
nalizagdo, sinais fisiologicas e ambientais. Sabe-se que Bacillus
subtilis detecta os sinais metabdlicos e ambientais e estes sdo
integrados a um sistema de transferéncia sequencial de fosfatos.
Os sinais sdo detectados por histidina cinase que, por sua vez,
se autofosforilam e fosforilam, em proteinas que atuam como
reguladores de resposta e que ativam a expresdo de genes es-
pecificos de esporulacdo. Devido a importdincia de B. cereus do
ponto de vista epidemiologico, o potencial para bioterrorismo
de B. anthracis e a importdncia em biotecnologia agricola de B.
thuringiensis, a investigacdo sobre os mecanismos moleculares

de sinalizacdo e a regulamentagdo do inicio da esporulagdo em
estas bactérias do grupo B. cereus revestem especial interesse.
Nesta revisdo se discute a literatura sobre este tema, colocando
especial atengdo nas histidina cinases, e na andlise comparativa
dos genomas de B. subtilis e do grupo de B. cereus, em rela-
¢do as sequéncias de posiveis histidina cinases e reguladores de
resposta. Cabe destacar que nos genomas do grupo B. cereus
hd maior niimero de histidina cinases (10 a 14) e de regulado-
res de resposta (7 a 11) putativos que en B. subtilis (6 histidina
cinases e 6 reguladores de resposta), o que sugere uma maior
capacidade para responder a estimulos ambientais e metabdlicos
nestas bactérias.
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