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INTRODUCCION

condiciones letales de estrés, las respuestas generadas pueden llevar al sacrificio de muchos
individuos en funcién de aumentar la probabilidad de supervivencia de la poblacion (Storz
y Hengge-Aronis, 2000). Muchas y muy variadas son las situaciones de estrés que han sido
estudiadas en procariotes, y las respuestas que los mismos presentan ante las mismas. Ante
un determinado estrés, la respuesta puede ser muy focalizada, es decir puede consistir en la
sintesis de un grupo de proteinas que eliminen al agente que produce estrés o que reparen el
dafio originado, tal es el caso de las respuesta al estrés oxidativo o al calor. A este tipo de
respuesta se las denomina Respuestas Especificas. El otro tipo de respuestas, las Respuestas
Generales, puede dispararse por igual ante distintas situaciones de estrés y comunmente
estan gobernadas por uno o unos pocos factores reguladores de la expresion génica. Tal es
el caso por ejemplo de la formacion de esporas en Bacillus subtilis y las respuestas
controladas por los factores de transcripcion 6° y o° en Bacillus subtilis y Escherichia coli.
Desde el punto de vista de la interaccién entre bacterias patégenas y sus organismos
huéspedes se puede definir un tercer grupo de respuestas que resultan de la interaccién
entre los mismos. En la Tabla 1 se resumen los distintos tipos de respuestas a el estrés
encontradas en bacterias.

Ha sido reconocido ampliamente que uno de los mas fascinantes aspectos de las respuestas
al estrés es aquel que nos permite aprender acerca de la complejidad de la fisiologia celular
normal. A través del estudio de la respuesta al estrés se han elucidado aspectos criticos de
la funcién celular bacteriana. En tal sentido se pueden destacar algunos de los paradigmas
de la regulacién génica en bacterias: sistemas reguladores de dos componentes compuestos
por una quinasa y un regulador transcripcional, factores sigma y anti-sigma, ARN
reguladores y factores de transcripcion regulados alostéricamente por moléculas pequefias o
por reacciones rédox. También al entendimiento de procesos celulares basicos como la
reparacion del ADN o el modelado de proteinas ha contribuido el estudio de las respuestas

al estrés en bacterias (Storz vy Hengge- Aronis, 2000).

El estrés en Bacillus subtilis.
B. subtilis es una bacteria Gram-positiva mesofilica, cuyo habitat natural es la superficie del
suelo y su metabolismo intermedio permite clasificarla como quimiorganotrofa aerébica.

Presenta movilidad a través de flagelos peritricos y es naturalmente susceptible de
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El estrés en los procariotes.

Variabilidad y adaptabilidad son caracteristicas cruciales de todos los organismos que
poseen la capacidad de sobrevivir y prosperar en una amplia variedad de condiciones
ambientales. Si bien cualquier habitat apropiado para el crecimiento de los organismos
superiores lo es también para el crecimiento de microorganismos, no es comin lo contrario.
Existen numerosos habitats donde, debido a distintas condiciones fisicas o quimicas
extremas, los organismos superiores se encuentran ausentes mientras que los
microorganismos no sélo existen en tales habitats sino que hasta florecen (Brock y col.,
1997). En la gran mayoria de los habitats naturales, los microorganismos se encuentran con
condiciones nutricionales limitadas y con la competencia de multitudes de otros
microorganismos por un mismo nicho que precisamente no siempre es el mismo. Los
microorganismos, en particular las bacterias, se encuentran constantemente expuestas a
cambios ambientales tales como luz, temperatura, humedad, pH, presion osmética,
disponibilidad de nutrientes, etc.. Esto hace que el cambio y la adaptacion al mismo sean el
estilo de vida normal de las bacterias en la naturaleza y define al crecimiento en
condiciones optimas como una rareza propia de un laboratorio de microbiologia. En este
contexto se inserta naturalmente €l concepto de estrés. Si bien la idea de estrés es algo que
todos manejamos de manera intuitiva, no es ficil definirla en forma global para los seres
vivos dado que la percepcion de una situacién ambiental extrema depende del sistema
biolégico en particular que se esté estudiando. Sin embargo, como definicion operativa,
puede considerarse al estrés como cualquier desviacion de las condiciones Optimas de
crecimiento que resulte en una disminucion de la velocidad del mismo (Storz y Hengge-
Aronis, 2000).

Respuestas al estrés.

Se pueden distinguir, de manera general, distintos niveles de severidad de estrés. Bajo
niveles minimos de estrés, el crecimiento generalmente continiia al mismo ritmo y las
células se adaptan completamente a las nuevas condiciones. Bajo condiciones severas de
estrés, la velocidad de crecimiento se reduce pero las células pueden adaptarse y tolerar la
nueva situacién. En condiciones extremas de estrés las células detienen totalmente su

crecimiento y utilizan todos sus recursos en responder para adaptarse y sobrevivir. Bajo
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Tabla 1. Respuestas al estrés en bacterias

Tipo: Referencias

Especificas

Estrés por calor Yura y col., 2000. Gross, 1996
Estrés a la cubierta bacteriana Raivio y Silhavy, 2000.

Estrés por frio Phadtare y col., 2000. Thieringer y col., 1998.
Estrés oxidativo Storz y Zheng, 2000.
Deprivacion de O, Patschokowsky y col., 2000.
Estrés osmotico Csonka y Epstein, 1996.
Estrés acido Foster, 2000.

Estrés por dafio al ADN Walker, 1996.

Estrés por Na* Padan y Krulwich, 2000.
Generales

o en E. coli Hengge-Aronis, 2000.

o®en B. subilis Price, 2000.

Esporulacion Grossman, 1995.

Fase estacionaria Finkel y col., 2000.
Patogénicas y Adaptativas

Respuestas al tejido huésped Isberg., 2000

Respuestas al tratamiento con antibidticos Alekshun y Levy, 2000. Levy, 1998.

transformacion por ADN. Su nicho ecoldgico determina que se encuentre sujeta a
condiciones que cambian frecuentemente y de manera transitoria. Bajo deplecién de
nutrientes B. subtilis es capaz de formar esporas en un proceso de diferenciacion celular
que tiene lugar en aproximadamente 7 horas (Stragier y Losick, 1996). Asimismo B.
subtilis es capaz de responder rapidamente a una gran variedad de cambios ambientales.
Esta bacteria responde casi inmediatamente ante distintas situaciones de estrés aumentando
la sintesis de un grupo de proteinas generales de estrés (GSPs, Hecker y Volker, 1998). Los
genes que codifican para la mayoria de las GSPs cuya sintesis es inducida por el calor,
estrés salino, etanol o deplecion de glucosa, fosfatos u oxigeno pertenecen al regulon
dependiente del factor de transcripcion o® (Hecker y Volker, 1998). Los mecanismos

moleculares por los cuales B. subtilis responde a distintas situaciones de estrés,
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especialmente al calor, han sido intensamente estudiadas. Sin embargo poco se sabe de su
respuesta ante una de las situaciones de estrés mas comunes para todos los OTganismos

vivos, el frio.

El estrés por frio.

La temperatura determina limites fisiologicos para una amplia variedad de actividades
biologicas. Cambios en el orden de 1°C pueden llevar a variaciones en la velocidad de
reacciones biolégicas del 10% (Cossins y Bowler, 1987). Fluctuaciones mayores en la
temperatura pueden abolir procesos metabélicos y llevar a una rapida muerte celular. Por lo
tanto, la capacidad de percibir y responder a cambios en la temperatura es un asunto de
vital importancia para todo organismo. Los seres vivos resuelven los profundos efectos que
ejerce la temperatura sobre la funcion celular de dos maneras. Una de ellas involucra la
regulacion de la temperatura corporal. Esta capacidad, presente en los Organismos
homeotermos o endotermos, permite dentro de ciertos limites mantener la temperatura del
medio interno en condiciones Optimas ante variaciones de la temperatura ambiente. Un
interesante ejemplo de ello es la termogénesis adaptativa inducida por frio presente en
mamiferos (Lowell y Spiegelman, 2000). La otra manera consiste en reorganizar el
organismo completo en funcién de la nueva temperatura, esto es lo que ocurre en plantas,
peces, levaduras, bacterias y demés organismos que son incapaces de regular su
temperatura corporal eficazmente, es decir, los denominados organismos ectotermos o

poiquilotermos (Huey y Bennett, 1990).

El estrés por frio en B. subtilis y E. coli.

En contraste a lo que ocurre con la respuesta al estrés por calor (heat-shock), que ha sido
extensamente estudiada desde bacterias a humanos, la repuesta al estrés por frio ha atraido
la atencién de la comunidad cientifica recién en los iiltimos afios (Phadtare y col., 2000). En
este periodo, el estudio de la respuesta y adaptacion al frio ha ido cobrando creciente
importancia con el objeto de entender los mecanismos de supervivencia al frio lo cual es
considerado fundamental para el mejoramiento de la tolerancia al frio de plantas y
microbios de interés agroindustrial. El estudio de la respuesta al frio también tiene

importancia en el 4rea de la salud. Por citar un ejemplo; Listeria monocytogenes, el
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patégeno oportunista causante de la listeriosis (una enfermedad que afecta principalmente
embarazadas, recién nacidos e individuos inmunocomprometidos) es capaz de sobrevivir en
una gran variedad de alimentos refrigerados (Bayles y col., 1996). El entendimiento de los
mecanismos por los cuales L monocytogenes sobrevive al frio es de fundamental
importancia para el disefio de estrategias que permitan prevenir su adaptacion a bajas
temperaturas. El estudio de la respuesta y adaptacion al frio también es de gran importancia
para mejorar la supervivencia de bacterias utilizadas en la industria lctea tales como las del
género Lactobacillus (Chapot-Chartier y col., 1997)

En los dltimo afios, varios genes cuya expresion se induce ante una disminucion de la
temperatura han sido descriptos en un amplio rango de organismos poiquilotermos. Asi es
que se pudieron identificar los genes que codifican para las proteinas del “cold-shock” o
genes csp en E. coli (Jones y col., 1987) y en B. subtilis (Willimsky y col., 1992), corS en
Pseudomonas syringae (Ullrich y col., 1995) y genes que codifican para desaturasas de
4cidos grasos en plantas (Gibson y col., 1994), peces (Tiku y col., 1996) y cianobacterias
(Wada y col,, 1990). A pesar de la vasta acumulacién de informacion sobre genes cuya
expresion se induce ante cambios en la temperatura, poco es lo que se sabe sobre los
mecanismos moleculares que controlan la deteccion de un cambio en la temperatura
ambiente y el modo en que esta percepcion se transduce en una regulacion de la expresion
génica.

En el caso de B. subtilis, una amplia variedad de proteinas se sintetiza en mayores
cantidades luego de una disminucién de la temperatura de 37 a 15°C (Graumann y col.,
1996). Entre ellas se encuentran CheY, Hpr, las proteinas ribosomales S6 y L7/L12, la
peptidil-prolil cis/trans isomerasa, la cisteina sintasa, la cetoacido reducto-isomerasa, la
gliceraldehido deshidrogenasa y la triosafosfasto isomerasa. De manera similar a E. coli, en
B. subtilis también se identificd una familia de proteinas de bajo peso molecular
involucradas en la respuesta al frio: CspB, CspC y CspD (Graumann y col., 1997). Estas 3
proteinas en conjunto parecen ser esenciales para un crecimiento 6ptimo a 37°C, la
adaptacion a bajas temperaturas y la supervivencia en fase estacionaria (Graumann y col.,
1997). Si bien el papel fisiologico de estas proteinas es aln discutido se acepta que
funcionarian como chaperones de ARN facilitando la traduccion del ARNm a bajas

temperaturas (Jiang y col., 1997). En cuanto a la regulacion de los genes que las codifican,
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Figura 1. Motivos caracteristicos que afectan la regulacién de los genes csp. Las regiones
involucradas en la regulacion a nivel transcripcional, de estabilidad del ARNm y a nivel
traduccional estan representadas. +1 indica el sitio de iniciacion de la transcripeion.

el mas estudiado ha sido el gen cspd de E. coli. En la regulacion de csp4 han sido
identificados elementos involucrados en su transcripeion asi como también en la estabilidad
y traduccién del ARNm codificado por dicho gen. Dichos elementos se encuentran
esquematizados en la Figura 1. Una caracteristica comin que poseen los ARNm
codificados por esp4, cspB, cspG y espl de E. coli (asi también como por los genes csp de
B. subtilis) es la presencia de una regién 5'no traducida (5'-UTR) de una inusual longitud
de alrededor 400 nt. F! andlisis por delecion de esta 5-UTR ha demostrado que es
responsable de la extrema inestabilidad del ARNm de cspA4 a 37°C (Mitta y col., 1997). Por
otro lado se ha postulado que el ARNm de cspA es traducido de manera preferencial a bajas
temperaturas por la maquinaria ribosomal, respecto al resto de los ARNm, debido a la
presencia de un segundo sitio de uni6n a ribosomas llamado “downstream box” (DB, Fig.
1; Mitta y col., 1997) en la zona codificante. En cuanto a la regulacion transcripcional han
sido descriptas dos regiones conservadas: i) una rica en AT (UP element, Fig. 1) corriente
arriba del sitio de iniciacion de la transcripcién cuya remocion disminuye la actividad del

promotor de espd (Mitta y col., 1997), y ii) una region de 11 nt denominada “cold box”
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involucrada en la atenuacion de la transcripcion de cspA por su propio producto, CspA (Bae
y col., 1997).

A pesar de que se ha acumulado una gran cantidad de informacién concerniente a la
respuesta al estrés por frio en bacterias, muchas preguntas fundamentales continian aun sin
ser contestadas. Por ejemplo, a diferencia de lo que se sabe de la respuesta al estrés por
calor, no se han identificado factores transcripcionales especificos involucrados en la
respuesta al frio (Phadtare y col., 2000).

Por todo lo hasta aqui descripto, en nuestro laboratorio consideramos una cuestion
biologica de gran importancia estudiar los mecanismos de transduccién de seiiales
involucrados en la respuesta al estrés por frio. En este sentido, el principal objetivo de
trabajo de esta Tesis, fue tratar de elucidar la identidad de los componentes moleculares
involucrados en la percepcion y transduccién de la temperatura como una sefial biologica.
Para ello se tomé como modelo un mecanismo de adaptacién a las bajas temperaturas ya
descripto hace mas de 30 afios en las bacterias Gram-positivas del género Bacillus: La

sintesis de dcidos grasos insaturados.

Ajuste de la composicion de lipidos en funcién de la temperatura.

Un tipo de respuesta adaptativa ampliamente conservado entre bacterias y la mayoria (si no
todos) de los organismos poiquilotermos, es el ajuste de la composicién de los lipidos de
membrana ante ¢l cambio de la temperatura (de Mendoza y Cronan, 1983, Cossins, 1994,
Murata y Wada, 1995, Nishida y Murata, 1996). A temperaturas 6ptimas de crecimiento los
fosfolipidos se encuentran en un estado liquido cristalino, la bicapa lipidica tiene la fluidez
adecuada para una normal funcién celular (Fig. 2). Sin embargo, cuando la temperatura
ambiente desciende, el estado fisico de los fosfolipidos de membrana sufre un cambio
reversible pasando del estado liquido-cristalino al estado de gel. Esto trac como
consecuencia que la membrana plasmética se torne rigida y su funcionalidad se vea
comprometida. Es asi que los organismos poiquilotermos deben recuperar la fluidez de sus
membranas para seguir creciendo a bajas temperaturas y esto lo logran reajustando la
composicion de los fosfolipidos de sus membranas de modo tal que descienda el punto de
fusién de las mismas. El cambio de composicion lipidica de la membrana mas observado

entre bacterias y organismos poiquilotermos es la variacion
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BAJAS TEMPERATURAS

AR
A

ESTADO DESORDENADO ESTADO ORDENADO
LIQUIDO-CRISTALINO GEL

Fig. 2. Cambios en el estado fisico de una bicapa lipidica en funcién de la temperatura. La
fluidez de membrana en los organismos poiquilotermos se encuentra fuertemente condicionada por
la temperatura ambiente, ver texto.

del grado de insaturacion de los 4cidos grasos de los fosfolipidos (PL). A medida que la
temperatura decrece, la proporcién de 4cidos grasos insaturados (AGIs) en los lipidos de
membrana aumenta. Este mecanismo regulatorio, llamado control termal de la sintesis de
acidos grasos, estaria disefiado para amortiguar los efectos de los cambios de temperatura
sobre el estado fisico de los PL de membrana (Cronan y Rock, 1996, de Mendoza y
Cronan, 1983, Cossins, 1994, Nishida y Murata, 1996). Esta bien documentado que la
proporcién de lipidos fluidos (desordenados) sobre los no-fluidos (ordenados) juega un
pape fundamental en la funcién de las membranas biolégicas. (Cronan y Rock, 1996,
Nishida y Murata, 1996). Un aumento en la proporcion de AGIs disminuye la temperatura
de fusién de los PL de membrana mientras que una mayor proporcion de acidos grasos
saturados (AGSs) ejerce el efecto opuesto (Cronan y Rock, 1996, de Mendoza y Cronan,
1983, Nishida y Murata, 1996). Este sistema regulatorio termal puede as{ adaptar la fluidez
de la membrana para un éptimo funcionamiento ante cambios en la temperatura de
crecimiento.

Los mecanismos utilizados para alterar el grado de insaturacion de los PL. de membrana en
respuesta a un cambio en la temperatura de crecimiento dependen del mecanismo de
sintesis de AGIs que el organismo posea. En bacterias, tanto mecanismos aerébicos como
anaerobios son responsables de la sintesis de AGIs.

El camino anaerobio, elucidado en detalle en E. coli (Fig. 3), produce cis-AGIs mediante

una 2,3 hidroxidecanoil dehidrasa especifica (para una revision ver Cronan y Rock, 1996).
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HO-10:0 B-hidroxi-decanoil-ACP

l HDD (fab4)

HDD
10:1 A 2 trans-2-decenoil-ACP  +——10:1 A3 cis-3-decenoil-ACP

l KASI l

l or l KAS I (fabB)
l KAS Il (fabF) l
16:0 palmitoil-ACP 16:1 A9 palmitoleoil-ACP

l KAS II ¢

18:1 A1l cis-vaccenoil-ACP

Fig. 3. Sintesis de acidos grasos insaturados en E. coli. La enzima B-hidroxidecanoil-ACP-
dehidrasa (HDD) cataliza el paso clave de la produccion de AGIs en E. coli, mientras que la enzima
B-cetoacil-ACP-sintasa 1 (KAS 1) es esencial para la elongacion de los acil-ACP insaturados
intermedios. La enzima p-cetoacil-ACP-sintasa Il (KAS 11) es capaz de participar en la sintesis de
AGSs y en la elongacién de palmitoleil-ACP pero es incapaz de reemplazar a KAS I en la
elongacion de cis-3-decenoil-ACP. La actividad de KAS II, mayor a menores temperaturas de
crecimiento, es la responsable de la modulacion del contenido de AGls en funcion de la
temperatura. Entre paréntesis se indican los nombres de los genes respectivos.

En ciertas bacterias y en eucariotes, la introduccién de dobles enlaces en los acidos grasos
emplea un mecanismo general coman totalmente diferente al descripto para E. coli. Esta
reaccién es catalizada por un sistema de desaturacion Or-dependiente que requicre la
participacién de una cadena transportadora de electrones especifica (Murata y Wada, 1995,
Shanklin y col, 1994). E! mecanismo molecular del sistema de control termal de la
biosintesis de AGIs ha sido extensamente estudiado en E. coli (para una revision, ver

Cronan y Rock, 1996). En este organismo, el AGI sintetizado en mayor cantidad a bajas
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temperaturas es el acido cis-vaccénico. Esta respuesta regulatoria no requiere sintesis de
nove de proteina y funciona por modulacion termal de la actividad de la enzima soluble 3-
cetoacil-ACP-sintasa II que convierte 4cido palmitoleico en dcido cis-vaccénico, el cual es
sintetizado a todas la temperaturas, pero en mayor cantidad a bajas temperaturas de
crecimiento (ver Fig. 3, Cronan y Rock, 1996). A diferencia de las células eucariotas, las
bacterias no presentan membrana nuclear ni organelas intracitoplasmaticas por lo que
puede considerarse que practicamente la totalidad de sus lipidos se encuentra formando
parte de la membrana celular (de Mendoza y col,, 2001). Los fosfolipidos (PL) de B.
subtilis est4n constituidos mayormente por fosfatidilglicerol (PG) y fosfatidiletanolamina
(PE). En una proporcién 3/1, estas dos especies constituyen el 80% de los lipidos totales, el
20% restante estd compuesto por ésteres de lisina y fosfatidilglicerol y en menor medida
por cardiolipina (CL). Los acidos grasos (AG) son componentes esenciales de las
membranas celulares en bacterias y se presentan como acil derivados de PL. En funcién de
sus vias de sintesis es posible clasificarlos en dos familias. La de los dcidos grasos de
cadena lineal, que incluye los acidos palmitico, estedrico, hexadecanoico, octadecanoico,
10-metil-hexadecanoico y 3- o 4- hidroxilderivados (Kaneda, 1991). La otra familia es la de
los dcidos grasos ramificados (AGR), que incluye a los AG de las series iso, anteiso y o-
aliciclicos (Kaneda, 1991). Las especies del género Bacillus contienen en sus membranas
los acidos grasos ramificados iso y anteiso como especies predominantes (ver Tabla 2). Las
principales especies encontradas en B. subtilis son anteiso-C15:0 e iso-C15:0. Los 4cidos
grasos de cadena lineal miristico y palmitico, los mas comunes en la mayoria de los
organismos, son generalmente componentes menores en el género Bacillus {de Mendoza y
col., 2001).

Sintesis de dcidos grasos insaturados en B. subtilis.

Un mecanismo regulatorio diferente al de E. coli para la sintesis de AGls en respuesta a
bajas temperaturas de crecimiento fue demostrado por primera vez treinta afios atrds por
Fulco (1967) en un gran numero de especies de Bacillus que sintetizan AGls mediante un
mecanismo de desaturacion O;-dependiente. Esta respuesta adaptativa ha sido
extensamente caracterizada en Bacillus megaterium, que desatura palmitato generando AS5-
hexadecenoato solo a bajas temperaturas de crecimiento (Fujii y Fulco, 1977). Se ha

postulado que la incapacidad de B. megaterium, creciendo a 35°C, de presentar actividad
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desaturasa se debe a la ausencia, a esta temperatura, del ARN mensajero (ARNm) que

codifica para la sintesis de la enzima desaturasa (Fujii y Fulco, 1977, Fulco, 1983). Asi, el

Tabla 2. Composiciéon de dcides grasos de B. subtilis.

Acido graso % del total de &cidos
acidos grasos”

37°C 20°C
ISO-Cm;o 1.1 1.8
n- C14;0 23 1.1
I30-Cis:0 19.3 11.1
Anteiso-Cis.g 32.7 42.8
ISO-C16;1 nd 1.2
ISO-C16;0 4.7 4.5
n-Cie:1 nd 2.8
Il*Cls;o 10.1 7.8
ISO-Crm nd 1.7
Anteiso-Cj7q nd 3.2
ISO-Cw;o 7.7 39
Anteiso-Cyrg 18.1 i4.7
n-Cigo 3.7 34

a: ver Materiales y Métodos
nd: no determinado

comienzo de la sintesis de la desaturasa, luego de la transferencia del cultivo de 35°C a
20°C, requeriria estrictamente de la sintesis previa de un nuevo mRNA (Fujii y Fulco,
1977, Fulco, 1983).

Sin embargo, hasta ahora no existen evidencias experimentales directas que soporten el
modelo propuesto de “encendido” o “apagado” transcripcional de la induccion de la sintesis
de la actividad desaturasa de Bacillus. L.os datos previos son todos indirectos y basados en
el uso de inhibidores de la sintesis de ARNm o de proteinas y también podrian ser
explicados debido a la necesidad de la sintesis de un componente del sistema distinto a la
desaturasa tal como un componente del sistema transportador de electrones necesarios para
la actividad de la enzima. En funcién de profundizar mas en tal sistema, dado que
consideramos que representa un interesante modelo para estudiar las bases moleculares de
la deteccién de la temperatura por un organismo poiquilotermo, se decidié estudiar la
induccién frio-inducible de la sintesis de AGls en la bacteria Bacillus subtilis. Hemos
elegido este organismo debido a la disponibilidad de una excepcional cantidad de base de

datos de informaciébn gendémica y genética y debido a que puede ser manipulado
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genéticamente con extrema facilidad. Al igual que B. megaterium, B. subtilis creciendo a
37°C sintetiza casi exclusivamente AGSs, sin embargo cuando un cultivo mantenido a 37°C

es transferido a 20°C, se induce la sintesis de un &cido graso monoinsaturado C-16:1
(Fig.4).

OBJETIVOS:

Para comenzar entonces a elucidar las bases moleculares por las cuales un cambio en la
temperatura de crecimiento es percibido por la célula y el modo en que esta sefial es
transducida para regular la expresion del(los) gen(es) involucrado(s) en la desaturacion de
acidos grasos O,-dependiente, se han planteado para este trabajo de Tesis los siguientes
objetivos:

i} Identificacién y caracterizacion del(los) gen(es) que codifican para la actividad
desaturasa de B. subtilis.

i) Estudio de la regulacidn de la expresion de tal(es) gen(es)

iii} Identificacidén de el(los) genes involucrados en tal regulacion.

13
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C16:0 > A c16:145

Rifampicina
Cloranfenicol

Fig 4. Sintesis de dcidos grasos insaturados en B. subtilis. Un cultivo de B. subtilis creciendo 2
37°C sintetiza casi exclusivamente AGSs, sin embargo cuando un cultivo mantenido a 37°C es
transferido a 20°C, es inducida la sintesis de un acido graso monoinsaturado C-16 en una reaccion
que involucra una actividad desaturasa, O, y una cadena transportadora de electrones (Fuji y Fulco,
1977). Para la sintesis de UFA es necesaria la sintesis de novo de ARN y proteinas (Grau y de
Mendoza, 1993).
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CEPAS BACTERIANAS.

Tabla 3. Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo:

Genotipo relevante Referencia
B. subtilis
JH642 trpC2 pheAl coleccion lab.
AK667 JH642 des::.pAK667 este trabajo
AKP2 JH642 amyE:: [pdes(-635 a +31)*-lacZ] este trabajo
AKP3 JH642 amyE::[pdes(-269 a +31)*lacZ] este trabajo
AKP4 AKP3 des::Km' Tesis Larisa Cybulski
AKPS JH642 pspac-des este trabajo
AKP8 JH642 yocG::Km' este trabajo
AKP9 AKP3 yocG::Km' este trabajo
AK952 AKP9 thrC::(pxil-yocG) este trabajo
AKP20 AKP3 yocF::Km' pKm-yocG este trabajo
AKP2047 AKP20 thrC::(pxil-yocF () este trabajo
AKP21 AKP3 yocFG:Km' este trabajo
AKP2147 AKP21 thrC::(pxil-yocFG) este trabajo
AKP2152 AKP21 thrC::(pxil-yocG) este trabajo
E. coli
LE 392 supE44, supF58, hsdR514, galK2 gal T22, coleccion lab.

metB1 trpR5S5 lacYl
HC71 LE392 fadE coleccion lab.
CY457 LE 392 fab4" coleccion lab.
DM86 LE 392 fabB” coleccion lab.
AK7 fabBS5, fadE zfa::Tnl0 coleccion lab.
DH5¢t supE44, DlacU169, (980 lacZ D M115), hsd R coleccion lab.

17, recAl, gyr A 96, Thi-1, rel 41
M15[pREP4] lac ara gal mtl F° coleccion lab.

* distancia en nt respecto al sitio de iniciacion de la transcripeion del gen des.
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OLIGONUCLEOTIDOS UTILIZADOS EN ESTE ESTUDIO.

Tabla 4.

Nombre Secuencia®

RECO ACACGAATTCTTATCATCTTCCATGACTGCTTGC
INDY TCATTCAAGCTTATAGTTAGGCACCTTTGGACTC
BAMO TAGTTAGGATCCTCTCATTGTGTGTCTCGGTTC
PECO 448 GTTTGGAATTCACCCCTCAAGTGAGTGGAGC
PECO 810 AAAATGAATTCTCCGGCATCCCGATCATCGC
PECO 895 ATGCAGAATTCAAGCTATTTCGGGTACATC
S1-1232 TCGAGGCTGAGATAAGCAAGAAACCATAGGC
2351 TTAACGGGTGATGGCGTGCCTTTTG

2382 ACTAACCCTGAGCGGACGAGCCTTC

SPH1531 TTAGCGTCGACTGAACCGAGACACACAATG
SAL1064 TCTGTATGCATGCTTTGTTCGTCTGGATGC
SCAIN034 AACATGAGCTCCGGAAGAATGCCTGATG
KPN3503 AGTGGGTACCTTTTTCTTTATGTGCGATTC
SAC1729 CCCGCGAGCTCCATGATACGCTTGGGCAAAAG
XHO3104 TTAGTCTCGAGCAGTTGGGCATGGCAGCTTCG
KPNI2789 TGCTGGGTACCTGAGCGATTTCTTTTGTG
FGSAL1146 AGTAAGTCGACAAGCTGAAAATGAGGTAAGATC
GKPN2923 TTCAGGGTACCAAAAAGGATCCTGGCAGATG
GCLA2283 TCAAAATCGATATAAAGGATGGCTTATATG
FGanti TTGGCCGGTTGTACCTTTGC

DKIN1 CAAGGAGGCCTAGCGAATGGCCCGCGATCTCCATG
KINBGLII AGATCTTTGGCCGGTTGTACCTTTGC

GBAM2299 GGATGGGATCCATGATTAGTATATTTATTGCAG
GSPH2915 AAAAAGCATGCTGGCAGATGCCAAGATC

FOOTI1 CGGGTACATCACGAATATGG

FOOT?2 TGTGTGTCTCGGTTCAGTATACGC

® Las secuencias se muestran del extremo 5" al 3. Los sitios de restriccién estan subrayados.
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MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO.
Las distintas cepas de B. subtiis y E. coli fueron cultivadas en los medios que se

describen a continuacion.
Spizizen (SPY) (1958)

(NH.); SO, 2.0 g1
KH,PO, 14.0 g/t
K;HPO, 6.0 g/l
Citrato de Na 1.0 g/l
Mg SO, . 7 H,O 0.2 g/l

Este medio salino fue suplementado con glucosa 0.5 %; triptofano, 0.01 %, fenilalanina,

0.01 % y casaminoacidos 0.1 % (concentraciones finales, medio SPI-CAA).

Luria Bertani (LLB) (Robinson y col., 1973)

Triptona 10.0 g/1
Extracto de levadura 5.0 g/l
NaCl 5.0¢g/1

GMUI/II (para transformacion de B. subtilis) (Nicholson y Setlow, 1990)

GMI: SPI 1X suplementado con glucosa, 0.5 %; extracto de levadura, 0.1 %,;
casaminoacidos, 0.025%; triptofano, 0.01%; fenilalanina, 0.01% (concentraciones
finales). GMII: GMI suplementado con CaCl,, 1 mM; MgCl,, 5 mM.

Terrific Broth

Triptona 12.0 g/l
Extracto de levadura 24.0 g/l
Glicerol 0.4% (v/v)

Luego de esterilizado debe agregarse por cada 900ml de medio 100 ml de una solucién
de KH,PO, 0.17 M, K;HPQO, 0.72 M.
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El crecimiento en anaerobiosis sobre cajas de Petri con RB-agar fue llevado a cabo en
una jarra de anaerobiosis con un sistema generador de atmésfera anaerébica (Becton
Dickinson, Cockeville, Md. ). Para la preparacion de medios solidos se realizo el
suplemento de agar hasta una concentracion final de 1.5%. Los antibiéticos utilizados se
agregaron a los medios de cultivo en las siguientes concentraciones: ampicilina, 100
pg/ml; cloranfenicol, 5 pg/ml; eritromicina, 1 pg/ml; lincomicina, 25 pg/ml; kanamicina,
5 pg/mi y tetraciclina 12.5 pg/ml.

CURVAS DE CRECIMIENTO.

Las curvas de crecimiento fueron realizadas inoculando medio liquido con las
correspondientes cepas bacterianas a partir de colonias aisladas, hasta alcanzar una
DOsgo de 0.1. El volumen de medio de cultivo en ningiin caso superd la quinta parte del
volumen del recipiente. Se utilizaron bafios termostatizados a 37°C y vigorosa agitacion.

El crecimiento del cultivo fue monitoreado midiendo la DO del mismo a 590 nm o 525

nm, segin se especifica.

EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS.

Extraccion de ADN cromosomal.

La extraccién de ADN de alto peso molecular de B. Subtilis se rcalizd de acuerdo al
método descripto por Hoch (1991).Un cultivo liquido de B. subtilis, fue incubado con
agitacién a 37°C durante 14 horas. Las células fueron colectadas por centrifugacion
(7000 x g, 10 mimtos, 4°C) y luego resuspedidas en 2 ml de TE (Tris pH 8 10 mM,
EDTA 1 mM) sometidas a un tratamiento con lisozima (5 mg/ml) y RNAsa (5 mg/ml)
durante 30 minutos a 37°C. A la preparacion se le agregd proteinasa K hasta una
concentracién final de 1 mg ml' y se incubé 15 minutos mas a 37°C, para luego
agregarle 200 pl de SDS 10%. Se realizaron dos extracciones con fenol (equilibrado con
Tris-HC], pH 7) vy dos con cloroformo. Luego €l ADN fue precipitado con dos
volimenes de etanol absoluto frio y recuperado de la interfase enroscdndolo en una

varilla de vidrio.
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Preparacion de ADN plasmidico.

Se prepararon plasmidos a partir de E. coli por el método de lisis alcalina y precipitacién
con polietilenglicol (Sambrook, 1989).

Obtencién de ARN total.

Se obtuvo ARN total de cultivos de B. subtilis, cultivados en medio minimo
suplementado con diferentes fuentes de azufre, de acuerdo al método descripto por Raya
y col. (1998). Cuando el cultivo alcanzé la fase logaritmica tardia (DOse = 0.5) las
células fueron centrifugadas y resuspendidas en buffer TE. La disrupcién de las células se
realizé con esferas de vidrio, a 4°C, en presencia de SDS, fenol equilibrado en TE,
cloroformo y arcilla Macaloid. El sobrenadante acuoso fue tratado con feno! equilibrado
¢n TE-cloroformo y luego el ARN fue recuperado por precipitacién con acetato de sodio

y etanol absoluto.

TRATAMIENTO CON ENZIMAS DE RESTRICCION Y LIGACION DE ADN.
El tratamiento del ADN con enzimas de restriccién y la ligacion con T4 ADN ligasa se
efectu6é siguiendo las recomendaciones de los respectivos proveedores. Para aislar
fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa se usaron membranas S & S NA45
DEAE (Lizardi).

ANALISIS DE ARN POR NORTHERN-BLOT Y DOT-BLOT.

Los analisis por hibridacién tipo Northern se se llevaron a cabo separando cantidades
iguales de ARN (entre 8 y 15 ug por calle) en geles de agarosa en condiciones
desnaturalizantes como ha sido descripto (Lopez de Felipe y col., 1995) o en geles de
poliacrilamida desnaturalizantes (Drider y col., 1998). El tamafio del transcripto del gen
des fue calculado por comparacién con marcadores de peso molecular de ARN
(Promega) en geles desnaturalizantes de poliacrilamida. El tamafio del transcripto del
oper6n desKR fue calculado del msimo modo pero en geles desnaturalizantes de agarosa.
Los andlisis por hibridacién tipo Dot-Blot fueron realizados segin Sambrook y col.
(1989), utilizando 4, 8 y 16 pg de ARN total. Los experimentos de Dot-Blot fueron
realizados por triplicado. En todos los casos, para la deteccion del mensajero del gen des

se sintetiz6 una sonda monocadena de ADN con la enzima T4 ADN polimerasa
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(Pharmacia) utilizando el cebador antisentido INDY y como sustrato un fragmento de
ADN obtenido por PCR utilizando los oligonucleétidos RECO e INDY. Para la
deteccion del mensajero del operdn deskKR se sintetizdé una sonda monocadena de ADN
con la enzima T4 ADN polimerasa (Pharmacia) utilizando el cebador antisentido
FGANTI y como sustrato un fragmento de ADN obtenido por PCR utilizando los
oligonucledtidos DKINI y KINBGLII (ver Tabla 4). La sonda especifica para al ARNr
23S se sintetizdé por “random priming” (Sambrook y col., 1989) utilizando sustrato un
fragmento de ADN obtenido por PCR utilizando los oligonucledtidos 23S1 y 2352 (ver
Tabla 4). Para los analisis de estabilidad de los ARNm-des, la radioactividad en las
bandas de los Northern-blots y en los puntos de los Dot-Blots fue cunatificada utilizando
un instrumento Phosphorimager (ImageQuant).

MEDICION DE LA DEGRADACION DE LOS ARN TOTALES.

La cinética de degradacion de los ARN totales de B. Subtilis se determiné como ya ha
sido descripto por Wang y Bechhofer (1996). El ARN total de B. Subtilis fue marcado in
vivo mediante un pulso de dos minutos con 30 1Ci de ['H]-uridina a 30 ml de un cultivo
en mitad de fase exponencial. Luego de este lapso la transcripcion fue inhibida por el
agregado de actinomicina D y acido nalidixico (conc. finales 4 ug/ml y 20 pg/ml
respectivamente), mas el agregado de uridina fria (conc. final 200 pg/ml). A los tiempos
indicados alicuotas de 1 ml fueron tomadas por duplicados y los 4cidos nucleicos fueron
precipitados con acido tricloro acético 20%. La radioactividad precipitable fue colectada
y cuantificada segin ha sido descripto por Wang y Bechhofer (1996).

ENSAYO DE EXTENSION DE CEBADOR.

El ensayo de extension de ceabdor se realizé utilizando transcriptasa reversa del virus
Moloney de la leucemia murina (Promega), junto al oligonucleotido S1-1232 marcado en
el extremo 5°con [*’P] y 5 pg de ARN total extraido de cultivos de la cepa JH642 (ver
Capitulo II). Se secuencid el ADN de doble hebra del plasmido pDM10 usando el
método de Sanger y col.(1977) con Sequenase 2.0 T7 DNA Polymerase (Pharmacia) y
utilizando el oligo S$1-1232 como cebador. La concentracién final de acrilamida en los
geles de secuencia fue de 6%, guardando una relacién acrilamida:bis-acrilamida de 38:2.
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La concentracién de urea fue 8 M. El buffer utilizado tanto para la preparacion de la
acrilamida como para la electroforesis fue TBE (Tris-Borato, 0.089 M; EDTA, 1 Mm).

La corrida electroforética se llevd a cabo a temperatura constante de 45°C.

ENSAYO DE RETARDO EN GELES.

Se utilizé como sonda de ADN del promotor del gen des un fragmento de ADN
obtenido por incroporacion de [o->’P]-dATP mediante PCR utilizando como sustrato el
plasmido pDM10 y los cebadores PECO895 y S1-1232, El fragmento resuitante de 367
pb fue purificado de a partir de geles de poliacrilamida 5% con una actividad especifica
de 2,5 x 10° cpm/pg. Las reacciones de unién entre h-DesR y la sonda se llevaron a cabo
en buffer Tris-HC1 25 mM pH= 8§, DTT 1 mM, EDTA 0.25 mM, Cl,Mg 4 mM, poli(dI-
dC) 200 ng y glicerol 5% (volimen final 25 pl). Luego de 30 minutos a temperatura
ambiente la reaccion fue interrumpida agregando 2,8 ml de glicerol 50% y las muestras
fueron cargadas en geles de poliacrilamida 5% y corridas por 1 hora en buffer Tris-
borato 45 Mm, EDTA 1 mM pH= 8 a 4°C por 2 horas. Posteriormente los geles fueron

secados y autorradiografiados.

ENSAYO DE PROTECCION A LA DNasal.

Las sondas de ADN utilizadas para este ensayo fueron obtenidas por PCR utilizando el
ADN del plasmido pDM10 como molde y los cebadores FOOT1 y FOOT2. Ambos
oligonucledtidos fueron previamente marcados en sus extremos 5° con [y--PJATP
utilizando T4 polinucel6tido quinasa (Pharmacia). Los productos de PCR, de 178 pb,
fueron purificados a una actividad especifica de 8 x 10° cpm/pg. Las reacciones se
llevaron a cabo en un volimen final de 50 pl en buffer Tris-HCI 25 mM pH= 8, DTT 1
mM, EDTA 0,25 mM, C,Mg 5 mM, Na(Cl 22 mM , CaCl, 2,5 mM y glicerol 5%. Las
sondas (concentrcion final de 2,6 nM) fueron incubadas durante 30 minutos a
temperatura ambiente con h-DesR (conc. final 700 nM} y poli(dI-dC) (4 ng/ul). Luego
DNasal (0,001 unidades) fue agregada y se prolongd la incubaciéon a la misma
temperatura por 5 minutos mas. Las reacciones fueron interrumpidas agregando 25 ml de
una solucién conteniendo acetato de amonio 2 M, EDTA 0,15 mM, acetato de sodio 0,8
M, timo de ternera 100 pg/ml y ARNt 400 pg/ml. Las muestras de ADN fueron
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precipitadas en etanol y redisueltas en 8 pl de buffer de secuencia (formamida deionizada
80%, NaOH 10 mM, azul de bromofenol 0,1%, xilen cianol 0,1% y EDTA 1 mM). Las
muestras (3 ul, 75000 cpm) fueron cargadas en geles de poliacrilamida 8% junto a
reacciones de secuencia obtenidas por el método de terminacion de cadena (T7 ADN

polimerasa, kit de Pharmacia).

ANALISIS DE ACIDOS GRASOS.

Marcado de cultivos de E. coli yB. Subtilis con ['*C]-palmitato y [1-'*C ]-acetato.
Para las medidas de desaturacién de acidos palmitico en E. coli , las células fueron
crecidas en los medios de cultivo antes descriptos hasta fase exponencial. Alicuotas de
tales cultivos (2 ml) fueron marcadas con 2 uCi de ['*C]-palmitato. Para las medidas de
sintesis de 4cidos grasos, células de E. coli fueron cultivadas hasta fase exponencial y
entonces alicuotas de 2 ml fueron marcadas co 10 pCi de [1-'*C ] acetato de sodio. Para
marcar la cepa AK7/pHP13, el cultivo fue primero privado del suplementao de oleato
por centrifugacion y luego las células fueron resuspendidas en 2 ml de medio fresco LB.
Para las medidas de sintesis de UFAs en B. subtilis, las células fueron crecidas a 37°C
hasta fase exponencial con aeraeacién y huego muestras 2 ml fueron transferidas a 20°C y
expuestas a 15 pCi de [1-"'C ] acetato de sodio por 12 hs.

Extraccion de lipidos.

Para la extraccién de lipidos totales de las distintas cepas de E. coli y B. Subtilis se
sigui6 la técnica de Bligh & Dyer (1959) modificada por Grau y de Mendoza (1993)
Preparacion de metil-ésteres de dcidos grasos.

El extracto lipidico obtenido mediante la técnica de Bligh & Dyer modificada primero fue
secado por corriente de N y la reaccion de transesterificacion se llevé a cabo mediante el
agregado de 1.5 ml met6xido de Na anhidro 0.5 M. Luego de 10 minutos a temperatura
ambiente se agrega 1,5 ml de HCI 2N y se procede a la extraccién de los metil-€steres
con el agregado de 3 ml de éter de petroleo.

Separacion de metil ésteres de AGls y AGSs.

Los metil-ésteres fueronseparados en las fracciones saturados e insaturados por
cromatografia de capa delgada de silica gel impregnada en nitrato de plata 20% (Grau y
de Mendoza, 1993). La cromatografia fue desarrollada a —17°C, las placas fueron
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autorradiografiadas, y las areas apropiadas de la silica gel fueron extraidas y depositadas
en viales con solucion de centelleo para determinar su contenido radioactivo (Grau y de
Mendoza, 1993).

Andlisis de AGls por cromatografia gaseosa y espectrometria de masa (GC-MS).
La posicion de la doble ligadura del 4cido graso mono-insaturado sintetizado por las
cepa de E. coli pDM10/AK7 fue determinada extrayendo los lipidos como se ha
descripto anteriormente. Luego los lipidos totales fueron transterificados con metoxido
de sodio y los metil-ésteres resultantes fueron derivatizados mediante el agregado de
DMDS segun Yamamoto y col. (1991). Posteriormente estos aductos fueron analizados
por GC-MS en una columna capilar SPB-1 (longitud 29 mts, didmetro 0,25 cm) en un
equipo Shimadzu QP-5000. Las condiciones cromatograficas fueron: T° inyeccion
240°C, T® interface 280°C, presion columna 10 psi, flujo columan 1 ml/min, flujo total
29.3 ml/min. El contenido de Acidos grasos de B. subtilis de la Tabla 2 se determiné
sintetizando ésteres de acido picolinico a partir de acidos grasos extraidos de cultivos de
B. subtilis crecidos en medio SPI-CAA a 37°C o a 20°C segun la técnica descripta por
D.J. Harvey (1982). Los ésteres de acido picolinico fueron analizados por GC-MS
(Harvey, 1982)

CONSTRUCCION DE CEPAS DE B. subtilis.

Fusiones transcripcionales al gen lacZ.

Las fusiones transcripcionales de diferentes regiones del lider de des al gen lacZ, se
construyeron usando el plésmido pJM116 (Dartois y col., 1996). Este plasmido posee el
gen lacZ sin su promotor, precedido por un sitio de multiple clonado y permite la
integracion de las fusiones por recombinacion homoéloga en el locus amyE, generando
mutantes amy ~ (Sekiguchi y col., 1975). Para la construcciéon de la cepas AKP2 y
AKP3, fragmentos de ADN de 663 pb y 301 pb respectivamente fueron generados por
PCR utilizando los oligonucledtidos BAMO y PECO448 para obtener el frgamento de
663 pby BAMO y PECO810 para el de 301 pb (ver Tabla 4). Ambos fragmentos fueron
purificados y sujetos a cortes con las enzimas EcoRI y BamHI antes de ser clonados en
el plasmido pJM116.

Mutantes de los genes des, desR y desk.
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Para obtener la cepa AK667, el gen cromosomal des fue interrumpido mediante la
transformaciéon de la cepa JH642 con el plasmido pAK667 , derivado del vector
integrativo pJM103 (Perego, 1993)que lleva clonado en sus sitios EcoRI-HindIll un
fragmento de 667 bp interno al gen des obtenido por PCR sobre el ADN cromosomal de
la cepa JH642 utilizando los oligonucletidos RECO e INDY. La cepa AKP4 fue
construida en colaboracién con L. Cybulski (comunicacién personal). Para obtener la
cepa AKPS se construyo primero el plasmido pPA13. Para ello un fragmento de ADN
obtenido por PCR con los cebadores SPH1531 y SAL1064 fue purificado y digerido con
las enzimas Sphl y Sall. Dicho fragmento fue clonado en el vector pAG58 obtuviendo el
plasmido pPA13. Para construir la doble mutante nula desK desR, un fragmento de ADN
de 2378 pb fue obtenido por PCR usando los cebadores SCA11034 y KPN3503. Dicho
fragmento fue digerido con las enzimas Scal y Kpnl y clonado en el vector pBluescript
SK II generando el vector pFG2378. En dicho vector se insertd un cassete de resistencia
a kanamicina (cassete Km") en los sitios EcoRI-Hindlll generando el plasmido
pFG2378KAN. Este vector se utiliz6 para transformar por un doble evento de
recombiancion homéloga la cepa AKP3 obtuviendo entonces la cepa AKP21. Para
interrumpir €l gen desR un fragmento de ADN de 1466 pb fue obtenido por PCR usando
los cebadores SAC1729 y XHO3164. Dicho fragmento fue digerido con las enzimas
Sacl y Xhol y clonado en el vector pBluescript SK II generando el vector pFG1466. En
dicho vector se inserts un Km® en los sitios Clal-Xbal generando el plasmido
pFG1466KAN. Este vector se utiliz6 para transformar por un doble evento de
recombiancién homéloga las cepas JH642 y AKP3 obtuviendo entonces las cepas AKP8
y AKP9, respectivamente. La cepa AKP20 fue construida clonando primero un
fragmento de ADN de 1765 pb obtenido por PCR usando los cebadores SCAI1034 y
KPNI2789 en los sitios Scal-Kpnl del vector pBluescript SK I1. Al plasmido resultante
se le introdujo en los sitios EcoRI-Hindlll un cassete Km® sin su terminador
transcripcional generando el plasmido pFG1765KAN. Dicho vector fue utilizado para
transformar la cepa AKP3 generando la cepa AKP20. Para posicionar el operén desKR y
el gen desR bajo el promotor xilosa (pxil) en el locus thrC de B. subtilis, desKR y desR
fueron amplificados por PCR y clonados bajo el pxil en el vector pGS40 (G. Schujman,

comunicacion personal). Luego los fragmentos de ADN conteniendo las fusiones pxil-
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desKR y pxil-desR fueron clonados en el vector integrativo pDG795 (Guerot-Fleury y
col., 1995) para luego ser utilizados en la insercion en el locus thrC de cada una de las
cepas utilizadas. El oper6én desKR fue clonado en los sitios Se/l-Kpnl del vector pGS40
utilizando un fragmento de ADN obtenido por PCR con los cebadores FGSAL1146 y
GKPN2923. La fusion pxil-desKR fue obtenida digiriendo este plasmido con BamHI, fue
purificada y luego clonada en el mismo sitio del vector pDG795 dando el plasmido
PAGA47. Este vector fue utilizado para transformar las cepas AKP20 y AKP21 generando
las cepas AKP2047 y AKP2147, respectivamente. El gen desR fue clonado en los sitios
Clal-Kpnl del vector pGS40 utilizando un fragmento de ADN obtenido por PCR con los
cebadores GCLA2283 y GKPN2923. La fusion pxil-desR fue obtenida digiriendo este
plasmido con BamHI y EcoRI, fue purificada y luego clonada en los mismos sitios del
vector pDG795 dando el plasmido pAGS2. Este vector fue utilizado para transformar las
cepas AKP9 y AKP21 generando las cepas AKP952 y AKP2152, respectivamente.

TRANSFORMACION DE CELULAS COMPETENTES.
Células competentes de E. coli fueron transformadas con ADN plasmidico usando el
procedimiento de cloruro de calcio o por electroporacion (Ausubel y col, 1987,
Sambrook y col., 1989). Las células competentes de B. Subtilis se obtuvieron por el
método de dos pasos de Dubnau y Davidoff-Abelson.(1971).

CLONADO, EXPRESION Y PURIFICACION DE h-DesR.

El gen desR fue amplificado por PCR utilizando los cebadores GBAM2299 y
GSPH2915. El producto de PCR fue digerido con las enzimas BamHI y Sphl, purificado
y clonado en el vector de expresion pQE30 (QIAGEN) generando el plasmido pAR18S.
Esta construccion posiciona una cola de 6 residuos de histidina en el extremo N terminal
de DesR (h-DesR) y fue utilizada para transformar la cepa de E. coli M 15 [pREP4]. La
sobreexpresion y purificacién de h-DesR fue realizada mediante procedimientos de rutina
(QIAGEN).
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DOSAJE DE PROTEINAS.

La concentracion de proteinas fue determinada mediante los métodos descriptos por
Bradford (1976) o Lowry y col. (1951), usando como patrén una solucion de BSA, cuya
concentracién fue determinada espectrofotométricamente utilizando un valor de Azsonm

(0,1%, 1cm) de 0,667.

ELECTROFORESIS DE PROTEINAS Y ENSAYOS DE INMUNOBLOT.

Las distintas cepas de B. Subilis fueron crecidas segiin se indica en cada caso. Alicuotas
de 1 ml fueron recolectadas, centrifugadas y congeladas a —20°|C hasta su utilizacion.
Los pellets fueron resuspendidos en buffer de lisis (Tris-HC! 50 mM pH 8,0, EDTA 5
mM, PMSF 1mM y DTT 0.1 mM) agregando 180 pl de buffer por cada 1 DOs2som. 20 pl
de cada muestra fueron incubados durante 15 minutos con lisozima 500 mg/ml a 37°C y
posteriormente calentados a ebullicion por 5 minutos en presencia de buffer de carga
para electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE,
Sambrook y col., 1989). Las muestras fueron sujetas a SDS-PAGE en geles
poliacrilamida 12%. Las proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa y
reveladas utilizando anticuerpos de conejo anti-h-DesR, seguidos de anticuerpos

secundarios conjugados a fosfatasa alcalina (Sammbrook y col., 1989).

ENSAYO DE ACTIVIDAD AMILASA.

El fenotipo amy ~ se detecté haciendo estrias de las cepas en estudio en placas de LB-
agar conteniendo 1% (p/v) de almidon soluble. Después de 48 horas de incubacion, 5 ml
de reactivo de Lugol (0.5% p/v 1; ¥ 1% p/v KI) fueron volcados sobre la superficie de la
placa de Petri. Después de un minuto el colorante fue descartado y se observo la
formacién de halos transparentes alrededor de las colonias amy', mientras que las

colonias amy " no formaban halo.

ENSAYO DE ACTIVIDAD B-GALACTOSIDASA,
Las cepas de B. Subtilis conteniendo fusiones transcripcionales al gen lacZ fueron
cultivadas en medio SPI suplementado (ver arriba) en distintas condiciones segun se

indica en Resultados. Las distintas muestras fueron colectadas por centrifugacién y se
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realizé el ensayo de B-galactosidasa segin una adaptacion del método descripto por
Miller (1972). Tres muestras de 1 ml fueron centrifugadas y resuspendidas en el mismo
volumen de buffer Z (Na,HPO, 60 mM, NaH,PO, 40 mM, KCl 10 mM, MgSO; I mM y
B-mercaptoetanol 50 mM). Se tomd una alicuota y su volumen fue ajustado a 0.73 ml
con buffer Z. Se le agregaron 10 pl de lisozima (10 mg ml'") y se incubé durante 5
minutos a 37°C. Luego se agregaron 10 ul de Triton 100 al 10% y 100 ul de ONPG (4.5
mg mi"). Los tubos fueron transferidos a un bafio a 28°C durante exactamente 15
minutos. La reaccidén se detuvo con 150 ul de Na,CO; 1.2 M. Las muestras se midieron

a 420 nm. La actividad especifica se expres6 en unidades Miller (UM).

METODOS BIOINFORMATICOS.

Las secuencias de nucledtidos y proteinas fueron analizadas usando los programas
BLAST y PSIBLAST (Alstchul y col.,, 1990, 1997). Los alineamientos de proteinas
fueron creados usando el método CLUSTAL (Thompson y col., 1994), Los indices de
hidropatia de las proteinas fueron calculados con el algoritmo de Kyte y Doolittle
(1982).
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CAPITULO1

CLONADO Y CARACTERIZACION DEL GEN QUE CODIFICA

PARA LA AS5-DESATURASA DE Bacillus subtilis.




RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento del gen de la desaturasa de B. subtilis.

Nuestra estrategia para lograr el clonado del gen que codifica la actividad desaturasa de
B. subtilis se basé en la complementacién de dos distintos tipos de mutantes de E. coli
que requieren de AGIs para crecer. Para la sintesis de AGIs, E. coli necesita los
productos de los genes fabA4 y fabB (Cronan y Rock, 1996), fabA codifica para la enzima
B-hidroxi-decanoil-dehidrasa que introduce un doble enlace cis a nivel del C-10
formando cis-3-decenoil-ACP, el cual es un intermediario esencial en la sintesis de AGls
(Fig. 3). El producto de fabB, la enzima condensante B-cetoacil-acil-sintasa 1, también es
esencial para AGls de cadena larga dado que cataliza un paso limitante en la sintesis de
AGlIs (Fig. 3; Clark y col., 1983). Esta reaccion probablemente sea la elongacion de cis-
3-decenoil-ACP (Cronan y Rock, 1996, Fig. 3). A pesar de tener la sintesis de AGIs
bloqueada, ambas mutantes de E. coli, fabA y fabB sintetizan AGSs normalmente, de
modo tal que requieren el suplemento de AGls, como el 4cido oleico, en €l medio de
cultivo para poder crecer(Cronan y Rock, 1996). Dado que la introduccion de un doble
enlace cis en acidos grasos saturados de cadena larga por desaturacion es estrictamente
dependiente de O; (Fulco, 1983, Murata y Wada, 1995, Shanklin y col., 1994) hemos
asumido que la expresion funcional del(los) gen(es) que codifican para la actividad
desaturasa de B. subtilis podria complementar la auxotrofia de ambas mutantes de E.
coli fabA vy fabB en condiciones aerdbicas pero no en ausencia de O,. Para ello se utilizo
una biblioteca gendémica de B. subtilis construida sobre el plasmido pHP13 con la
intencién de complementar las cepas CY457 y DM86 (ver Tabla 3) que contienen una
mutacion termosensible en los genes fabAd y fabB, respectivamente. Estas cepas, a
temperaturas no permisivas (42°C) requieren de la suplementacion de 4cido oleico.
Luego de transformar las cepas CY457 y DM86 con la biblioteca genémica de B. subtilis
se obtuvieron, en ambos casos, colonias capaces de crecer a 42°C en ausencia de acido
oleico. Los plasmidos contenidos por tales cepas fueron aislados y por medio de analisis
por digestion con enzimas de restriccién (datos no mostrados) se comprobé que todos
los clones capaces de complementar las auxotrofias de las cepas CY457 y DM86
contenian plasmidos con el mismo patrén de restriccién. Se seleccionaron 3 plasmidos
(cada uno con un inserto del genoma de B. subtilis de 2,4 kpb) y la secuencia de los

fragmentos insertos fue obtenida mediante secuenciacion automdtica. Para los tres
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mnsertos la secuencia obtenida fue la misma de modo tal que unos de los clones,
denominado pDMI10, fue elegido para su posterior caracterizacion. Este plasmido
recombinante fue incapaz de complementar las mutantes de E. coli en condiciones
anaerébicas. Estos resultados demostraron que la introduccion de dobles enlaces en los
acidos grasos de membrana de las mutantes complementadas era dependiente de O, y
sugirieron fuertemente que habiamos aislado un gen de B. subtilis que codificaba para

una actividad desaturasa.

Analisis de la secuencia del gen de la de desaturasa.

El inserto de 2,4 kbp presente en el plasmido pDM10 fue secuenciado en ambas cadenas
¥y se encontré un marco abierto de lectura (ORF) de 352 residuos aminoacidicos (ver Fig.
5). El producto traducido de este ORF demostré tener una mediana similaridad
(aproximadamente un 63 %) y también una relativamente baja identidad
(aproximadamente un 23%) con las secuencias amminoacidicas deducidas de desaturasas
de membrana tilacoides de cianobacterias y plantas (ver Fig. 6).

Sin embargo, para este ORF el perfil de hidropatia de la secuencia deducida de
aminodcidos calculado utilizando el algoritmo de Kyte y Doolittle (1982) es
significativamente similar al perfil de desaturasas de Symechocystis sp., Anabaenea
variabils (Sakamoto y col., 1944) , Arabidopsis thaliana (Falcone y col., 1994 ) y
Glycine max (Hitz y col, 1994). Se puede observar que, como ha sido previamente
descripto (Sakamoto y col., 1994) todas estas desaturasas poseen dos dominios
hidrof6bicos postulados como posibles dominios transmembrana y tres motivos ricos en
histidina altamente conservados, uno HXXXH y dos HXXHH ubicados del lado
citoplasmatico de la membrana (ver Fig. 7). En el caso del gen des de B. subtilis uno de
los dos dominios HXXHH es HHVHH. Ha sido probado que los residuos conservados
de histidina son esenciales para la actividad A9 desaturasa de rata (Shanklin y col., 1994)
y se ha sugerido que probablemente actien como ligandos de 4tomos de hierro
involucrados en el transporte de electrones que tiene lugar durante la reaccion de
desaturacién (Shanklin y col., 1994, Murata y Wada, 1995). Estos motivos de histidina
también estdn conservados en la postulada desaturasa de B. subtilis, excepto que uno de
los motivos HXXHH es reemplazado por HHXHH. Ademds, la distancia entre cada
dominio de histidina y el final de la regién hidrofobica previa también se encuentra

conservada en la secuencia de 1056 nt traducida de B. subtilis cuando es comparada con
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GARTTCCGGGATCGTGTCTCCCGCGACCAGCATGTCTATATTATCAAATGARGCAARAARATCCAAGCAARARCGGCGTTAGAACGCTTAGG 90
TTATCGGGTAACCATCGCTGAACACGCAAATGAATGTAACGAATTTGATTCATCCTCTATCGAGTCAAGAGTCCATGATCTGCACGCTGL 180
CTTTTTTGATCCAGGCGTCAARGCGATTTTAACGACACTCGGAGGGTTTAATTCAAATCAGCTGCTGCGTTATCTTGAT TACGAGANAAT 270
CARACGACATCCAMAAATTCTGTGCGGTTATTCCGATATAACCGCTCTTTGCAACGCTATTTATCAAAAAACGGGTCTTGTTACGTATTC 360
AGGTCCCCACTTCTCAACATTTGCAATGAAAAAAGGACTCGATTATACAGAGGAGTATTTTCTTTCTTGCTGCGCTTCAGACGATCCGTT 450
TGRRATTCACCCCTCAAGTGAGTGGAGCGATGATCGCTGGTTTTTGGATCAAGARARCAGGCGTTTTTATCCTAATARCGGCCCTGTTGT 540
AATCCAAGAAGGTTATGCGGAAGGTACTTTAATTGGCGGAAACTTATGCACGCTTAATT TGCTGCAGGGAACGGAGTATTTTCCCGAAAC €30
AGAACATACTATTTTATTGATTGAAGATGATTATATGTCAGACATCCATATGT TTGACCGCGATCTGCAATCACTCATCCACCTCCCCLG 720
CTTTTTCACATGTAAAGGCGATTTGATCGGLAGATTTCAGAAAGCATCARACGTATCAATAGATC TTGTAARAGCCATGATCGAARCARA 810
AARAGAATTATCCGGCATCCCGATCATCGCARATATAAATGCCGGACATACCTCGCCAATTGCCACGTTCCCTATAGGAGGAACATGCAG 900
GATTGAAGCTATTTCGGGTACATCACGAATATGGATTGATAAACATTEAICAGCTTGTAAATTTTTTTACAAGCTTTTIIEGCGCAATCG 990
- TH TR
GCTATGCATGCCGCACGAGACATGACAAATGTCATATAGGAGGCATGATGTGTGCTACTACARAAGACTTCTCTCATTAGCGTATACTGA 1080
ACCGAGACACACAATGAGAGG@TACTTACTATGACTGAACABACCATTGCACATAAACRAAAACRGCTGACAAAGCAAGTCGCTGCATTT 1170
M T E ¢ T I A H K Q K QL T K Q V A A F
GCTCAGCCTGAAACAAAAAACAGCCTGATTCAGCTTTTAAACACGTTTATCCCATTCTTCGGCCTATGGTTTCTTGCTTATCTCAGCCTC 1260
A Q P E T K N 8 L I @ L L N T PF I PF F G L W F L A Y L S L
GATGTCTCCTATCTTCTTACGTTAGCATTARCGGTGATTGCCGCAGGTTTTCTGACAAGAATTTTTATCATCTTCCATGACTGCTGCCAT 1350
D Vv 35 ¥ L L TJLATULTUV I A AGFLTURTIF I I F H D C C H
CAATCTTTTTTCAAACAAAAACGCTATAACCACATTCTCGGTTTTCTGACAGGTGTCCTGACTTTATTCCCGTATCTTCAATGGCAGCAC 1440
9 §$ FF K Q KRTYWNUH I L GFLTG VL TILF P YL g W Q E
AGCCATTCGATTCATCATGCAACTAGCAGCARTCTGGATARACGCGGAACAGGAGACATCTGGATGTTARCAGTAAACGAATATARAGCT 1530
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Fig.5. Secuencia de ADN del gen des de B. subtilis. Se ilustra la secuencia entera del inserto del plasmido
pDM10 y la secuencia de aminoacidos deducida del producto de! gen des. Los nucleétidos 1 al 946
corresponden a parte de un ORF que presenta homologia al gen mccF del plasmido pMCCC7 de E.coli
(Gonzalez Pastor y col., 1995). El posible sitio de unién al ribosoma (RBS) y las secuencias de los posibles
terminadores de l1a transcripcion (IR) estan subrayados.

los perfiles de las desaturasas de cianobacterias y plantas mostrados en la Fig. 7.
Estudios de hibridizacion de ADN gendémico de la cepa silvestre de B. subtilis , digerido
con varias enzimas de restriccion con una sonda especifica para este gen, reveld una
tinica sefial de hibridizacion, indicando la presencia de una unica copia del gen (datos no
mostrados). Asi, basados en las caracteristicas de este ORF y en la capacidad del gen de
B. subtilis de abolir el requerimiento de AGls exégenos de las mutantes auxoétrofas de E.

coli fabA" y fabB”, hemos denominado a este gen des, por desaturasa.
El gen des codifica para una AS desaturasa.

E. coli es incapaz de introducir un doble enlace en acidos grasos saturados de cadena

larga completos {Cronan y Rock, 1996), por lo tanto, el criterio que utilizamos para
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Fig. 6: Alineamiento maltiple de secuencias de aminodcidos de desaturasas. La secuencia
aminoacidica deducida del ORF clonado en el vector pDM10 fue alineada mediante el programa
Clustal W junto a las secuencias de aminodcidos de desaturasas de plantas y cianobacterias. Los

asteriscos representan identidad entre aminodcidos mientras que los puntos denotan similaridad.

demostrar que el producto del gen des de B. subtilis tiene actividad desaturasa fue

investigar si células de E. coli que contienen el plasmido pDMI10 eran capaces de

desaturar ['*C] palmitato. Para evitar la 3-oxidacion del palmitato por E. coli, se decidio
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Fig 7. Perfil de hidropatia y sitios conservados de histidina de la postulada desaturasa de B.
subtils. Los indices de hidropatia de las desaturasas de B. subtilis, Synechocystis sp., Anabaena
variablis, Arabidopsis thaliana y Glicine max fueron calculados mediante el algoritmo de Kyte y
Doolittle (1982) con una ventana de 11 residuos. Los residuos de histidina de los dominios
conservados estan representados por H rodeadas en circulos sombreados y rectingulos negros en
la parte de abajo de la figura. Los rectangulos grises representan los dominios hidrof6bicos con
més de 40 residuos aminoacidos (posibles dominios transmembrana). Notar que los perfiles estan
alineados en funcién de los dominios conservados de histidina y entonces los amino terminales de
las desaturasas no coinciden.

transformar la cepa AK7 con el plasmido pDM10. Esta cepa es deficiente en la
degradacion de acidos grasos (fadE’) y también es incapaz de sintetizar AGls debido a
una mutacion nula en el gen fabB. Dado que la cepa AK7 transformada con el plasmido
pDM10 fue capaz de crecer en ausencia de oleato (datos no mostrados), se establecio

que el gen des pudo curar la auxotrofia para AGIs de la cepa AK7. Se procedié entonces
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a cultivar la cepa AK7 cony sin el gen des en presencia de ['*C]-palmitato, se extrajeron
los lipidos totales y ¢l perfil de 4acidos grasos fue analizado por cromatografia en placas
de silica gel impregnadas con AgNO; (ver Materiales y Métodos). Como puede
observarse en la Fig. 8 A (calles 1), la cepa AK7 en ausencia del gen des es incapaz de
introducir dobles enlaces en el palmitato. Sin embargo la cepa AK7/pDMI10 (Fig. 8 A,
calles 3 a 5) convierte al [*C] palmitato en un AGI que migra de manera similar al acido
graso 16:1 sintetizado por células de B. subtilis transferidas de 37°C a 20°C (Fig. 8 A,
calle 2). Estos experimentos claramente demuestran que el producto del gen des posee
actividad desaturasa y que las condiciones existentes en E. coli son suficientes para
mantener niveles adecuados de cofactores necesarios para la desaturacion aerdbica.
Como se muestra en la fig. 8 B los niveles de desaturacion de palmitato exégeno por la
cepa pDM10/AK7 fueron mayores en células mantenidas a 30°C que a 37°C 'y 42°C.

Para reforzar la idea sugerida por los datos obtenidos mediante marcacion in-vivo con
['*C] palmitato, el perfil de 4cidos grasos de la cepa AK7/pDMI0 fue comparado con el
de la linea parental fabB™ creciendo dichas cepas en ['‘Cl-acetato seguido por
cromatografia en placas de silica gel impregnadas con AgNO;. de los 4cidos grasos
radioactivos. Como puede observarse en la Fig. 8 C, la cepa AK7/pDMI0 produce un
tnico acido graso insaturado (calles 2 a 4), el cual migra en una posicion intermedia
respecto a los AGIs de la cepa silvestre de E. coli HC71: A9-C16:1 y A11-C18:1 (Fig. 8
C, calle 1). En contraste con lo observado para la cepa AK7/pDMI0, la cepa control
AK7/pHP13 sintetiza solamente acidos grasos saturados (AGSs, calle 5). También pudo
observarse que, de manera similar a la desaturacion de palmitato exégeno, en la cepa de
E. coli que expresa el gen des de B. subtilis disminuye la sintesis de AGIs ante mayores
temperaturas de crecimiento (Fig. 8 D). La posicion de la doble ligadura del AGL
sintetizado por la cepa AK7/pDMI10 fue entonces determinada mediante analisis de
espectrometria de masa (MS) del aducto producto de la derivatizacion con dimetil
disulfuro (DMDS). En este tipo de derivatizacion, el DMDS reacciona con la doble
ligadura del éster metilico de AGI introduciendo un grupo metilo a cada lado del doble
enlace. El aducto resultante puede ser entonces resuelto mediante cromatografia gaseosa
y al entrar a Ia fuente de ionizacion del espectro de masa se fragmenta en un conjunto de
iones facilmente identificables. Debido a que el simple enlace entre los dos C de la
cadena alifatica que portan los grupos metilo es ligeramente mas débil que el resto, ¢l

especiro de masa resultante se vera enriquecido en la sefial dada por los iones que
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Figura 8. Estudio de la expresion del gen des de B. subtilis en E. coli. (A) Autoradiografia de
los productos de marcacion con [t-"*C]palmitico de cepas portadoras de los plasmidos pHP13 o
pDMI10. Calle 1: células de la cepa AK7/ pHP13 fueron crecidas hasta fase exponencial en
medio LB suplementado con oleato y luego lavadas para remover el 4cido graso. Una alicuta de 2
ml fue marcada con 2 pCi de palmitico radioactivo y mantenida a 30°C por 90 min antes de ser
procesada. Calle 2: Perfil de acidos grasos sintetizados por la cepa silvestre de B. subtilis JH642
cultivada a 37°C hasta mitad de fase exponencial, marcada con [1-""Clacetato y luego transferida
a 20°C por 12 hs. Calles 3 a 5: Células de la cepa AK7/pDM10 fueron cultivadas hasta mitad de
fase exponencial a 30°C, alicuotas de 2 mi fueron marcadas con 2 puCi de palmitico radioactivo y
mantenidas a 30°C (calle 3), 37°C (calle 4) o 42°C (calle 5) por 90 min antes de ser procesadas.
Los lipidos fueron procesados como se describe en Materiales y Métodos. (B) Desaturacion de
[1-*C] acido palmitico a distintas temperaturas. Los metil ésteres de AGls representados en la
calles 2 a 4 en (A) fueron cuantificados y expresadoscomo pocentaje del total de metil ésteres
recuperados. (C) Autoradiografia de los productos de marcacion con [1-'“C] acetato de cepas
portadoras de los plasmidos pHP13 o pDM10. Cultivos de las cepas HC71/pHP13 (calle 1),
AK7/pDMI0 (calles 2 a 4) y AK7/pHP13 (calle 5) fueron crecidos hasta mitad de fase
exponentcial a 30°C. Alicuotas de 2 ml fueron marcadas con 10 uCi de acetato redioactivo e
incubadas por 90 min a 30°C (calles 1, 2 y 5), 37°C (calle 3) o 42°C (calle 4) antes de ser
procesadas. La cepa salvaje de E. coli HC71 sintetiza acidos cis-A9-hexadecenoico y cis-Al l-
octadecenoico. (D) Cuantificacion al igual que en (B) de las fraciones de AGls representadas en

(©).
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devienen de la ruptura de tal enlace. Se puede asi, por simple identificacion de tales
iones, inferir la posicién del doble enlace original en el metil éster del acido graso (Fig.
9). El espectro de masa del aducto mostr6 una sefial débil de un ion con una relacion
masa/carga (m/z) de 362, correspondiente al peso molecular teorico del ion molecular
del aducto del metil éster de 16:1. Los picos observados a m/z 161 y m/z 201 indican
que la posicién del doble enlace es AS (Fig. 10). El pico observado a m/z 129 se debe a
la pérdida de metanol del ion de m/z 161, lo cual es caracteristico de aductos de DMDS
de ésteres de AGIs que contienen la doble ligadura cerca del grupo carboxilo
(Yamamoto y col., 19XX). Estos resultados demuestran que el gen des de B. subtilis
codifica para una AS desaturasa.

La letra A indica que la posicion del doble enlace es contada a partir del extremo
carboxilo del AGI. Algunas desaturasas actdan de esta manera, es introduciendo la doble
ligadura luego de identificar ¢l -COOH terminal del resto acido graso, mientras que otras
lo hacen a partir del grupo metilo. Para determinar si la A5 desaturasa reconoce la
posicion en la cual introduce el doble enlace tomando como referencia el -COOH o el -
CH; terminal del 4cido graso se procedié entonces a analizar por CG-SM el perfil de
AGlIs de la cepa de E. coli AK7/pDMI0 cultivada en medio rico suplementado con
AGSs de distinta longitud de cadena. Como puede observarse en la Figura 11, la
posicion del doble enlace de los AGIs resultantes es siempre A5, demostrando que la
desaturasa codificada por ¢l gen des define la especificidad en la ubicacion del doble
enlace contando la longitud de cadena del resto acido graso a partir del extremo

carboxile terminal,

Disrupcion del gen des.

Para determinar si la actividad A5-desaturasa es esencial para la viabilidad de B. subtilis
a bajas temperaturas de crecimiento, hemos interrumpido el gen des como se describe en
Materiales y Métodos, la mutante resultante des” fue denominada AK667. En primer
lugar se analizé la capacidad de esta cepa de sintetizar AGIs. Para ello, cultivos de las
cepas AK667, TH642 y AK667/pDM10, fueron crecidos a 37°C hasta mitad de fase
exponencial y luego fueron transferidos a 20°C en presencia de ['*CJ-acetato. Los lipidos

fueron extraidos y el perfil de 4cidos grasos fuc analizado por cromatografia en silica gel
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CH; ( CH, ), CH=——=—HC ( CH; ), COOCH;
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Fig. 9. Esquema de la fragmentacién mds probable que sufre un metil éster de icido graso
monoinsaturado derivatizado con DMDS,

impregnada con AgNOs. En la Fig. 12 puede observarse que a diferencia de la cepa
salvaje

JH642 (calle 1), la cepa des™ no sintetiza AGIs (Fig. 12, calle 2). Asimismo, la sintesis de
AGTs en esta cepa se restituye al ser transformada con el plasmido pDM10 (Fig. 12, calle
3). Mediante estos resultados podemos concluir que el gen des es el unico que codifica
para una actividad desaturasa activa a bajas temperaturas en B. subtilis.

Para investigar si la viabilidad o velocidad de crecimiento de las células des’ se
encontraba comprometida a bajas temperaturas de crecimiento, la mutante y la cepa
parental salvaje fueron cultivadas a 37 y 20°C en distintos medios de cultivo liquidos y
s6lidos. En ninguna de las condiciones ensayadas se encontraron diferencias significativas
en la velocidad de crecimiento entre las cepas des” y des’ (datos no mostrados).
Tampoco se observaron marcadas diferencias en la morfologia de colonia o al
microscopio optico (datos no mostrados). Estos resultados demuestran que el gen des no

es esencial en B. subtilis para el crecimiento a las temperaturas ensayadas.

Control termal de la expresién del gen des.

Fulco y col. ( Fujii y Fulco, 1977) han propuesto que la iniciacién de la sintesis de AGls
luego de la caida de la temperatura de crecimiento en Bacillus megaterium requiere de la
induccion transcripcional del gen que codifica para la actividad desaturasa. Es decir que
para la desaturacion de acidos grasos ante la caida de la temperatura de crecimiento es

necesaria la sintesis de novo de ARNm y proteinas. Tal postulado se baso

exclusivamente en evidencias experimentales que indicaban que la desaturacion de AGSs
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Fig. 10. Anslisis de la posicion del doble enlace del aducto con DMDS del metil éster de
dcido graso C16:1 de la cepa AK7/pDMI0. Los lipidos de esta cepa fueron extraidos y
transesterificados y luego los aductos de DMDS fueron sintetizados como se describe en
Materiales y Métodos. E! andlisis por CG-SM de tales aductos se llevo a cabo en una columna
capilar SPB-1 en un equipo de CG-SM Shimadzu QP-5000.1991).

a bajas temperaturas era prevenida por la adicion de antibioticos que inhibian la
transcripcién o la traduccién cuando eran agregados antes de la disminucion en la
temperatura de crecimiento (Fujii y Fulco, 1977, Fulco, 1983). Estos experimentos
fucron corroborados posteriormente por Grau y de Mendoza (1993) en B. subtilis. Sin
embargo, dada la naturaleza indirecta de estos datos, no se puede descartar la posibilidad
de que la AS-desaturasa sea sintetizada constitutivamente y que la caida de la
temperatura de crecimiento lleve a la induccion transcripcional de algunos otros genes
que codificaran para distintos cofactores involucrados en la desaturacidn acrdbica tales

como por ejemplo, componentes de la cadena transportadora de electrones.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Con el objeto de entender el mecanismo de regulacion por temperatura del gen des, se
llevé a cabo un analisis transcripcional mediante la construccion de una cepa de B.
sublilis que portara la posible zona promotora del gen des fusionada
transcripcionalmente al gen lacZ de E. coli. Para ello, en el vector integrativo pJMI 16 se
clono un fragmento de ADN de 600 pb corriente arriba del codén de iniciacion de la
traduccion del gen des. (ver Materiales y Métodos). El vector resulitante, denominado
pAR10, fue integrado ectépicamente en el locus amyE del cromosoma de B. subtilis
mediante un proceso de doble recombinacién homoéloga (ver Materiales y Métodos).
Cuando la cepa resultante, denominada AKP2, que contiene una fusion des-lucZ es
crecida a 37°C los niveles de actividad B-galactosidasa son muy bajos (Fig. 13), pero
cuando se la transfiere a 20°C, la actividad p-galactosidasa comicnza a acumularse
alcanzando un maximo cerca de las 4 horas luego de la caida de la temperatura con
niveles de induccion de 10 a 15 veces los niveles existentes a 37°C (Fig. 13). Luego de
aproximadamente 6 horas a 20°C, la sintesis de la B-galactosidasa decrece. Es interesante
mencionar que cuando el vector pAR2 es introducido en células de E. coli, se registro
una expresion constitutiva de la fusion des-lacZ (datos no mostrados). Estos
experimentos permiten concluir que la transcripcién del gen des es especificamente

controlada por la temperatura de crecimiento en B. subtlis.
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AGIs —

Fig. 12. Perfll de écidos grasos sintetizados en cultivos de distintas cepas de B. subtilis.
Cultivos de 1a cepa salvaje TH642 (calle 1), de l1a cepa des™ (calie 2), y de la cepa des™ portadora
del plasmido pDM10 (calle 3), fueron crecidos hasta mitad de fase exponencial a 37°C. Luego,
alicuctas de 2 ml de los distintos cultivo fueron expuestas a 10 puCi de [“C] acetato y transferidas
a 20°C como temperatura de crecimiento por 12 horas. Los lfpidos fueron entonces extraidos y
transesterificados. Los metil ésteres resultantes fueron resueltos por cromatografia de en silica gel
impregnada en AgNO; como se describe en Materiales y Métodos. Las fracciones de acidos
grasos saturados (SFA) en las calles 1, 2 y 3 contienen 10.000 cpm, 8.000cpm y 10.000 cpm
respectivamente. La fraccién de AGIs en la calle 1 contiene 1.400 cpm, en la calle 3 1.700 cpm,
mientras que en la calle 2 la fraccién de AGIs solo contiene niveles de fondo de radioactividad.
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Fig. 13. Patrén de expresion de la fusion transcripcional des-facZ luego de una caida en Ia
temperatura de crecimiento. Un cultivo de la cepa de B. subtilis AKP2 fue crecido a 37°C hasta
una densidad ptica de 0,35 a 525nm (DOsysam) ¥ luego dividido en 2 partes. Una fue transferida
a 20°C (circulos) y la otra fue mantenida a 37°C (tringulos). Las DOsysum (simbolos vacios) y las
actividades B-galactosidasa (simbolos llenos) fueron determinadas a los intervalos de tiempo
indicados.
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DISCUSION

La sintesis de AGIs en B. subtilis constituye un sistema atractivo para estudiar la
regulacion de la expresion génica por la temperatura. A diferencia del bien estudiado
mecanismo constitutivo que utiliza £. coli para aumentar la cantidad de AGIs en sus
fosfolipidos a bajas temperaturas, la expresion del sistema de desaturacion de Bacilius es
un proceso inducido por el frio (Fujii y Fulco, 1977, Grau y de Mendoza, 1993). Sin
embargo, hasta ahora, el estudio mecanistico de esta respuesta ambiental se ha visto
limitado por la imposibilidad de identificar el gen que codifica para el componente clave
de este proceso de adaptacion al frio: la desaturasa de Bacillus. En este capitulo se
reporta el aislamiento y caracterizacion del gen de B. subtilis des que codifica para una
acil-lipido A5-desaturasa. La secuencia primaria de la desaturasa de B. swbilis muestra
las caracteristicas comunes de las desaturasas unidas a membrana: dos grupos de
dominios hidrofobicos extensos, ambos capaces de conformar dominios transmembrana,
y tres motivos ricos en histidina uniformemente ubicados del lado citoplasmatico de la
membrana. Mediante dos experimentos distintos: i} desaturacién in vivoe de 4cido
palmitico por E. coli y i) el andlisis de la posicion del doble enlace por GC-MS ,
podemos concluir que la desaturasa de B. subtilis funciona introduciendo un unico doble
enlace en la posicién AS de acidos grasos de distinta longitud de cadena. Cuando estas
conclusiones fueron publicadas (Aguilar y col., 1998) constituyé el primer trabajo que
describe el clonado, secuenciacion del gen y caracterizacion funcional de una desaturasa
bacteriana a excepcion de las de cianobacterias. Asimismo, el gen des es el primer gen
identificado en un organismo que codifica para una actividad AS-desaturasa.

Nuestros experimentos de GC-MS indican que el anico producto de desaturacion en la
cepa AK7/pDMI10 fue el C16:1 AS. La incapacidad de esta cepa de E. coli de elongar
16:1 A5 a 18:1 A7 esta de acuerdo con resultados previos de nuestro laboratorio que
sugerian que la desaturasa de B. subtilis toma como sustrato las cadenas acilos de los PL
de membrana y no los de los acil-tioésteres (Grau y de Mendoza, 1993). Es importante
mencionar que ha sido demostrado que las enzimas condensantes de E. coli catalizan la
adicion de dos atomos de C a partir de malonil-ACP a acil-tioésteres pero son incapaces
de utilizar como substratos los grupos acilo de los PL. de membrana. (Cronan y Rock,
1996). Por ejemplo, los acidos grasos 16:1 A6 y 14:1 A9 sintetizados por células de E.

coli expresando acil-ACP desaturasas de plantas, son también elongados a 18:1 A8
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(Cahoon y col., 1996)y 16:1 A1l (Schultz y col., 1996), respectivamente, por este
organismo. Asi, la desaturasa de B. subtilis parece ser una lipido-desaturasa, del tipo de
las lipido-desaturasas de membrana tilacoides de cianobacterias y cloroplastos de plantas
(Murata y Wada, 1995). Es interesante sefialar que de acuerdo con la observacion de que
las acil-lipido desaturasas parecen estar sélo presentes, dentro de las bacterias, en las
bacterias Gram-positivas y en cianobacterias, estas dos divisiones parecen tener una
relacién filogenética mas cercana cuando son comparadas con otras divisiones
bacterianas (Viale y col., 1994). En cianobacterias, a diferencia de B. subtilis, existen
cuatro acil-lipido desaturasas distintas (Tasaka y col., 1996).

La disrupcion del gen des no causé mayores cambios en la velocidad de crecimiento a las
temperaturas de 20°C y 37°C. A diferencia de B. subtilis, los AGIs son esenciales en
cianobacterias, donde su funciéon ha sido relacionada con el mantenimiento de la
viabilidad del sistema fotosintético a bajas temperaturas (Murata y Wada, 1995, Nishida
y Murata, 1996). La capacidad de B. subtilis de crecer a bajas temperaturas de
crecimiento sin AGIs puede ser atribuida a la naturaleza de los 4cidos grasos de este
organismo. En lugar de las cadenas normales de 4cidos grasos lineales sintetizadas por la
mayoria de los organismos, Bacillus sintetiza 4cidos grasos saturados que en una
importante proporcién contienen ramificaciones de grupos metilo en posicion iso y
anteiso (de Mendoza y col., 1992, Kaneda, 1991). Los acidos grasos ramificados
(especiaimente los anteiso) comparten con los cis-insaturados la capacidad de
desestructurar el empaquetamiento de las cadenas acilo de los PL disminuyendo asi la
temperatura de transicién de fase (Kaneda, 1991, Mc Elhaney, 1982). De acuerdo a esta
hipétesis, recientemente fue comunicade (Klein y col., 1999) que mutantes nuias en el
gen des de B. subtilis son incapaces de crecer a 10°C. Tal fenotipo es revertido mediante
el agregado de precursores de la sintesis de acidos grasos ramificados (Klein y col,,
1999).

La expresion del gen des, como fue determinada por la expresion de la fusion
transcripcional del promotor des al gen lacZ es inducida ante una caida en la temperatura
de crecimiento. Estos resultados concuerdan con estudios previos de Fujii y Fulco (1977)
los cuales sugirieron que la sintesis de la enzima desaturasa de B. megaterium s¢
encuentra regulada por la temperatura a nivel transcripcional. Estos mismos autores
(Fujii y Fulco, 1977) reportaron que la desaturacion de é4cido palmitico por B.

megaterium alcanza un pico maximo 1 hora después que un cultivo de B. megaterium es
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transferido de 35°C a 20°C y que luego disminuye a los niveles basales caracteristicos de
células creciendo a 20°C. Fn funcion de estos datos se postuld la existencia de una
proteina moduladora cuya sintesis también se llevaba a cabo al caer la temperatura pero
no inmediatamente sino luego de un breve retraso. Este modulador hipotético podria
rapidamente regular la desaturacion inhibiendo especificamente la sintesis del ARN
mensajero codificante para la desaturasa (Fujii y Fulco, 1977). Sin embargo, nuestros
resultados indican que la induccién transcripcional del gen des llega a un pico alrededor
de las cuatro horas de iniciado el crecimiento a 20°C (Fig. 13). Dado que estos datos
fueron obtenidos mediante la medida de actividad B-galactosidasa, los mismos pueden
estar dando una idea inexacta de la cinética de la curva de induccién transcripcional
debido a un menor indice de recambio de la actividad f-galactosidasa a bajas
temperaturas. Para aclarar este y otros aspectos es necesario determinar los niveles del
mensajero del gen des en similares condiciones a las ensayadas en la Fig. 13. Un nivel de
control adicional de la sintesis de AGIs puede ser la funcion de la enzima desaturasa la
cual puede ser funcionalmente ineficiente a altas temperaturas de crecimiento dado que, a
pesar de que la fusion transcripcional des-lacZ es constitutivamente expresada en células
de E. coli, la desaturacién es menor cuando aumenta la temperatura de crecimiento (Fig.
8 A y C). Esta observacion sugiere que la enzima es activa a bajas temperaturas pero
tiene menor actividad a medida que la temperatura aumenta. Esta posibilidad concuerda
con reportes previos (Fulco, 1972) que postulan que la inactivacion de la desaturasa
mediada por la temperatura es uno de los mecanismos para regular el nivel de AGIs en B.
megaterium. Otra explicacion posible para la regulacion termal de la sintesis de 16:1 AS
en E. coli, es que el tiempo de vida media para ¢l ARN mensajero de la desaturasa
disminuya con el aumento de la temperatura. Este mecanismo ha sido propuesto para la
regulacion post-transcripcional de dos de las cuatro desaturasas de Symechococcus sp.
cepa PCC7002 (Sakamoto y Bryant, 1997).

En conclusién, los datos presentados hasta aqui demuestran que la transcripcién del gen
des esta estrictamente regulada en B. subtilis por la temperatura de crecimiento. Es
factible entonces postular la existencia de una proteina reguladora de la transcripcién (ya
sea activadora o represora) que participa en la regulacion de la expresion del gen des
durante los cambios de temperatura de crecimiento (ver Fig. 14). Asimismo, la

estabilidad del mensajero del gen des puede jugar un rol importante en la regulacion del
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mismo de manera analoga a lo ya descripto para los genes csp de E. coli (Mitta y col.,

1997).

37°C 20°C

L\_,,.J des ARNm ? des ARNm
inestable

Fig. 14. Modelo del Capitulo 1. A 37°C B. subtilis no sintetiza AGls debido a que el gen des se
encuentra transcripcionalmente inactivo, ya sea por represion de la transcripcion o por una alta
inestabilidad del ARNm de la desaturasa. Cuando la temperatura de crecimiento disminuye se
induce la transcripcion del gen des, pudiendo estar involucrada en esta induccién una proteina
reguladora o el grado de superhelicidad del ADN cromosomal. Al estar presente el ARNm del
gen des, este es traducido, se sintetiza la AS-desaturasa llevando a la aparicion AGIs en la
membrana celular.

Ademéas, un cambio en el grado de supernenrollamiento del ADN podria ser importante
para la expresion del gen des o genes asociados con su activacion transcripcional (Grau y
col., 1994). Ha sido sugerido que la desnaturalizacion localizada del ADN por la ARN

polimerasa puede ser un obstaculo considerable a bajas temperaturas de crecimiento
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RESULTADOS Y DISCUSION

(Graumann y Marahiel, 1996), asi un aumento del grado de superhelicidad del ADN en
estas condiciones favoreceria la actividad de la ARN polimerasa (Grau y col., 1994).
Nuestros resultados también sugieren que la modulacion de la sintesis de AGIs a bajas
temperaturas se llevaria a cabo también a nivel de la actividad desaturasa junto a la
regulacién transcripcional descripta. En este sentido, es posible que los AGIs recién
sintetizados o bien un cambio de la fluidez de membrana sean los responsables de
mantener la sintesis de AGIs en los bajos niveles observados en cultivos incubados
prolongadamente a 20°C (Fujii y Fulco, 1977, Grau y de Mendoza, 1993). El hecho de
que la sintesis de 16:1 A5 sea regulada por la temperatura de crecimiento sugiere que la

actividad desaturasa de B. subtilis puede ser regulada post-transcripcionalmente.
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El analisis de la transcripcion del gen des llevado a cabo mediante el uso de fusiones
transcripcionales al gen reportero lacZ de E. coli demuestra que la transcripcién del gen
des se encuentra reprimida a 37°C mientras que cuando la temperatura de crecimiento
desciende a 20°C la transcripcién aumenta de 10 a 15 veces (Fig. 13). Dicho analisis
sugiere que al menos un nivel de control de la expresién del gen des es transcripcional.
A diferencia de B. subtilis, que posee una sola actividad desaturasa, las cianobacterias
poseen cuatro desaturasas diferentes (Los y col, 1997, Murata y Wada, 1995, Sakamoto
y Bryant, 1997). Al respecto ha sido reportado que en la cepa PCC7002 de
Synechococcus sp. la estabilidad de los ARNm de los genes que codifican para las A12
y ©3 desaturasas se encuentra incrementada de manera significativa a bajas
temperaturas de crecimiento (Sakamoto y Bryant, 1997). La misma estabilizacion del
ARNm mediada por la temperatura fue también descripta para los genes que codifican
para las A6, A9 y @3 desaturasas de la cepa PCC 6803 de Synechocystis sp.(Los y col,
1997). A pesar de que en los trabajos arriba citados no se ha determinado si la
estabilizacion de los ARNm de las desaturasas es especifica o si es un efecto global
presente sobre todos los ARNm de cianobacterias debido a la baja temperatura de
crecimiento, se ha sugerido que la regulacion de los genes de estas desaturasas tiene
lugar por un efecto combinado sobre la sintesis y estabilizacion de los ARNm (Los y
col, 1997, Sakamoto y Bryant, 1997).

Para profundizar en el estudio de los mecanismos de regulacién del gen des por la
temperatura, consideramos que era necesario caracterizar mas detalladamente el proceso
de induccién de la expresion del gen des a nivel de su ARNm. Para ello, se maped el
sitio de iniciacion de la transcripcion y se determiné el peso molecular del transcripto
del gen des. Posteriormente se cuantificaron los niveles del ARNm des en funcion de la
temperatura de crecimiento y se determiné la estabilidad del ARNm des y de los ARNm
totales de B. subtilis a distintas temperaturas. Estos y otros experimentos que se
describirdn a lo largo de este capitulo, nos permiten postular que la regulacion del gen
des se encuentira ¢jercida casi exclusivamente a nivel transcripcional y que la influencia
de la estabilidad del ARNm en funcion de las distintas temperaturas no juega un papel

significativo en la regulacion de la expresion del gen que codifica para la AS desaturasa.
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Determinacion del sitio de iniciacién de la transcripcion del gen des.

Una caracteristica altamente conservada entre los genes inducidos por frio o genes csp,
tanto de E. coli como de B. subtilis, es la presencia de una region 5’ no traducida
(5’UTR) inusualmente larga en sus transcriptos. A esta region no traducida de dichos
ARNm se le ba asignado un papel fundamental en la regulacion por frio de los genes
¢sp dado que es la responsable de generar una alta inestabilidad de los transcriptos a
altas (peron no a bajas) temperaturas de crecimiento (Graumann y Marahiel, 1996,
Thieringer y col., 1998, Yamanaka y col., 1998). Estas zonas 5°UTR del ARNm (Fig. [,
Capitulo I) contienen estructuras secundarias que serian sitios blancos de degradacion
por RNasaE (Fang y col, 1997) y una secuencia altamente conservada de 11 bases
denominada “cold-box” responsable de la atenuacion de la transcripcion de los genes
csp durante la adaptacién a bajas temperaturas de crecimiento (Graumann y Marahiel,
1998).

Para identificar la zona promotora responsable de la induccion por frio de ia
transcripcion del gen des y para examinar si el mensajero de la desaturasa contiene una
region del tipo 5'UTR, el sitio de iniciacion de la transcripcion fue mapeado mediante
ensayo de extension de cebador. Como se ve en la Figura 15, un solo producto de
extension fue detectado en estos experimentos utilizando como substrato ARN total
extraido de cultivos de B. subtilis crecidos a 37°C y luego transferidos a 20°C. El sitio
de iniciacion de la transcripcion del gen des se localiza en la posicién -29 con respecto
al primer ATG traducido. Este experimento demuestra que, a diferencia de lo que ocurre
para los transcriptos de los genes csp, el ARNm de la desaturasa no contiene una larga
region lider similar a las S'UTR. El analisis de secuencia de la zona 5" del gen des
revela, en la regién —10 con respecto al inicio de la transcripcion, la presencia de una
region de 6 nucledtidos coincidente con la secuencia consenso —10 de regiones
promotoras con unién al factor ¢* de B. subtilis. Sin embargo no se pudo encontrar una
zona —35 coincidente con ninguna de las secuencias consenso caracteristicas de los
distintos factores o de B. subtilis, este resultado, compatible con la observaciéon de que
el gen des no se expresa en condiciones normales de crecimiento, sugiere el posible

requerimiento de un regulador transcripcional para la expresion del gen des.
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Fig. 15. Determinacién del sitio de iniciacion de la transcripcion del gen des. La
autoradiografia muestra el experimento de extension de cebador llevado a cabo con
ARN total extraido de un cultivo de B. subtilis crecido a 37°C hasta fase exponencial y
luego transferido a 20°C por 45 minutos. Las calles A, C, G y T nominan las reacciones
de secuenciacién llevadas a cabo sobre el gen des con el mismo oligonuclestido
utilizado para la extension de cebador. La flecha horizontal indica el producto de
extensién obtenido que corresponde al residuo C de la hebra codificante tomado
entonces como sitio de iniciacion de la transcripcion. La flecha vertical indica el sentido
de la transcripcion.

Analisis de los niveles del ARNm des durante la adaptacién al frio.

Para examinar el tamafio y las cantidades del transcripto del gen des durante la
adaptacion al frio de B. subtilis, cultivos de la cepa salvaje JH642 fueron crecidos a
37°C en medio SPI-CAA (ver Materiales y Métodos) hasta fase logaritmica temprana y
luego transferidos a 20°C. Alicutoas de los cultivos fueron tomadas a distintos tiempos
del crecimiento a 37 y 20°C y el RNA total de las mismas fue extraido segin se describe
en Materiales y Métodos. Experimentos de “Northern-blot” realizados con las muestras
de ARN asi obtenidas demostraron que el tamafio del transcripto es de
aproximadamente 1,1 kb (datos no mostrados) y que el ARNm del gen des no es
detectable en cultivos crecidos a 37°C (Fig. 16 A, calle 1). Estos resultados muestran
que el gen des es transcripto como un ARNm monocistronico y que s6lo se acumula en
células que han sido transferidas desde 37°C a 20°C. El mensajero del gen des es
detectable a los 15 minutos luego de la disminucion de la temperatura (Fig. 16 A, calle

2). Los niveles del ARNm-des van aumentando con el tiempo llegando a un maximo de

53



RESULTADOS Y DISCUSION

A

15 30 60 90 180 360 840 min

m e des
GuPDeadaee . ..

W e

niveles de des ARNm
(unidades arbitrarias)

0 60 120 180 240 300 360 420 480 540

Tiempo (min)

C

Fig. 16. Produccién del mensajero de la desaturasa antes y despues del shock frio. (A)
Analisis de “Northern blot” en geles de agarosa-formaldehido llevado a cabo segun se describe
en Materiales y Métodos. Se extrajo ARN total de la cepa silvestre de B. subftilis JH642
cultivada a 37°C hasta mitad de fase exponencial (calle 1) y luego transferida a 20°C por
distintos tiempos (calles 2 a 8), o bien de células crecidas continuamente a 20°C {calle 9). Cada
calle contiene 8 pug de ARN total. Los ARN transferidos fueron hibridados con una sonda
especifica para el gen des y autoradiogrtafiados, luego la sonda fue removida y los ARN fueron
vueitos a hibridar con una sonda especifica para ¢l ARN ribosomal 23S de B. subtilis. (B)
Representacion grafica de los resultados expuestos en el panel A. Las intensidades de las bandas
correspondientes al mensajero del gen des y al ARNr 23S por cada calle fueron medidas por
densitometria. La razon de las intensidades des/23S fue utilizada para la grafica en funcién del
tiempo de “shock™ frio. (C) Analisis de “Northern blot” realizado igual que en A. Cultivos de
JH642 fueron llevados a 37°C hasta mitad de fase exponencia (calle 1) y luego tratados con
cloranfenicol (concentracion final 200pg/ml) por 15 minutos (calle 3) o luego transferidos a
20°C por 45 minutos en ausencia (calle 2) o en presencia de cloranfenicol (calle 4).
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acumulacion a los 30 minutos de crecimiento a 20°C (Fig. 16 A, calle 3). Luego de
dicho lapso los niveles comienzan a decaer llegando a ser indetectables pasadas las 6
horas de crecimiento continuo a 20°C (Fig. 16 A, calle 7). Estos datos fueron
cuantificados y se representan en la Fig. 16 B. En dicha figura puede observarse que la
disminucién de la temperatura produce un aumento significativo y transitorio en los
niveles de ARNm del gen des de B. subtilis.

Distintos autores han comunicado que tanto la respuesta al “shock” frio (Van Bogelen y
Neidhart, 1990) como la transcripcion del gen cspd (Jiang y col., 1993) puede ser
inducida de manera especifica por el antibiético cloranfenicol a 37°C, sugiriendo asi que
la maquinaria traduccional podria estar de algin modo involucrada en la regulacion
mediada por la temperatura de distintos genes que responden al frio. Para ver si el gen
des presentaba un comportamiento similar se realizaron experimentos de Northern-blot
con ARN totales extraidos de cultivos crecidos a distintas temperaturas con y sin el
agregado del antibiético cloranfenicol. Cuando este antibiético fue agregado a cultivos
creciendo a 37°C, en concentraciones reportadas como inductoras de la respuesta al
“shock” frio, no se observé la presencia del ARNm des (Fig 16 C, calle 3). Esta
observacién muestra que a diferencia del gen cspA de E. coli, el gen de la desaturasa de
B. subtilis no se induce por una inhibicién de la sintesis de proteinas a 37°C. Sin
embargo, esta inhibicion de la sintesis proteica, producto del agregado de cloranfenicol
a 37°C, no impide que el gen de la desaturasa se exprese al caer la temperatura del
cultivo como lo demuestra la presencia del ARNm des en cultivos que han crecido 45
min a 20°C luego de haber inhibido la traduccién mediante el agregado de cloranfenicol
antes de la transferencia del cultivo de 37 a 20°C(Fig. 16 C, calle 4). Estos resultados
demuestran que la induccién del gen des producida por la caida en la temperatura de
crecimiento no requiere la sintesis de novo de proteinas.

Estos resultados y los anteriormente descriptos sugieren que la regulacion del gen des
por el “shock” frio tiene caracteristicas diferentes a las descriptas para los genes csp y
que por lo tanto dicha regulacion seria mas bien de tipo transcripcional. A pesar de ello
no podemos descartar que, asi como ha sido reportado para los genes de las desaturasas
de cianobacterias (Los y col., 1997, Sakamoto y Bryant, 1997), ademas de la induccién
transcripcional dada por las bajas temperaturas de crecimiento, la estabilidad de] ARNm
de la desaturasa juegue un papel importante en la regulacién de la expresién del gen des.
Para investigar esta posibilidad decidimos efectuar un analisis de la estabilidad del

ARNm del gen des a distintas temperaturas de crecimiento.
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Anilisis de Ia estabilidad del ARNm des.

Ha sido postulado por distintos grupos de investigacion que las causas del incremento
de los transcriptos de las desaturasa de cianobacterias ante una caida de la temperatura
de crecimiento se deben a i) un aumento de la transcripcidn y ii) un aumento en la
estabilidad de los transcriptos a bajas temperaturas (Los y col., 1997, Sakamoto y
Bryant, 1997). Para examinar entonces si la acumulacién del transcripto de la desaturasa
observada a bajas temperaturas (Fig. 16 A) era también debida a un aumento de la
estabilidad de dicho transcripto estudiamos la cinética de degradacién del mensajero de
1a desaturasa luego del bloqueo de la transcripcion mediante el agregado de rifampicina.
Para este prop6sito, primero se indujo la acumulacién del ARNm des en un cultivo de
B. subtilis transfiriéndolo de 37°C a 20°C por 1 hora, luego se agregé rifampicina y
4cido nalidfxico de modo tal de inhibir la transcripcion. Seguidamente, una parte del
cultivo fue mantenida a 20°C mientras que la otra se transfiri6 a 37°C. A distintos
tiempos de incubacion a dichas temperaturas se extrajeron alicuotas de cultivo y se las
procesé para la extraccién de ARN total el cual luego fue sometido a electroforesis en
geles desnaturalizantes de poliacrilamida 5 %, transferencia a membranas de nylon,
hibridacién con sondas radioactivas especificas y posterior cuantificacién de la sefiales
obtenidas mediante el empleo de un equipo de Phosphorimager (ver Materiales y
Métodos).

Como puede apreciarse en las Figuras 17 y 18 el tiempo de vida media (tx,) del
mensajero de la desaturasa varfa significativamente entre ambas temperaturas. A 37°C
el t , es de 1,7 minutos mientras que a 20°C es de 11,3 minutos, sugiriendo que la
estabilidad del ARNm-des aumenta casi 7 veces al disminuir la temperatura de 37 a
20°C. Dado que la observada estabilizacién del ARNm-des a bajas temperaturas puede
ser sélo el reflejo de lo que ocurre con el comin de los ARNm de B. subtilis y por lo
tanto ser una estabilizacion no especifica, decidimos comparar los valores de ty
determinados para el transcripto del gen des con los valores de ty; de los mensajeros
totales a las mismas temperaturas. Para ello se determino la cinética de desaparicion de
los mensajeros totales en B. subtilis a 20 y 37°C siguiendo la técnica de Bechhofer
(Wang y Bechhofer, 1996). Para ello se marcaron los ARN totales de la cepa JH642 de
B. subtilis mediante el agregado de [°H] uridina, luego se inhibi6 la transcripcion
agregando rifampicina y é4cido nalidixico y por dltimo se cuantificé la radioactividad
precipitable por el agregado de 4cido tricloroacético (ver Materiales y Métodos). Los
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Fig. 17. Anslisis por “Northern blot” de ia caida de los niveles del transcripto del gen des
Iwego de la adicién de rifampicina. Cultivos de la cepa silvestre de B. subtilis fueron crecidos
a 37°C hasta mitad de fase exponencial y luego la acumulacion det ARNm-des fue inducida
transfiriendo el cultivo a 20°C por 45 minutos para luego afiadir rifampicina (conc. final 500
mg/ml) y 4cido nalidixico (conc. final 20 pg/ml); manteniendo parte del cultivo a 20°C y otra
parte fue transferida a 37°C. Alicuotas de 25 ml de cultivo fueron tomadas luego del bloqueo de
la transcripcién para la extraccién de los ARN totales (los tiempos indicados en cada calle
refieren a los minutos transcurridos luego de la adicién de los antibi6ticos).

datos resultantes de este experimento permitieron determinar un valor de t . para los
ARNm totales de 4,5 minutos a 37°C y de 29,2 minutos a 20°C (Fig.18). Estos valores
claramente demuestran que, de manera similar a lo que ocurre con el transcripto del gen
des, la estabilidad en los mensajeros globales de B. subtilis aumenta mas de 6 veces al
disminuir la temperatura de crecimiento del cultivo de 37 a 20°C. De los resultados
descriptos en las Figuras 17 y 18 podemos concluir entonces que si bien la estabilidad
del transcripto del gen des es mayor a bajas temperaturas, esta caracteristica no
determina un punto de regulacién especifica del gen des con respecto al resto de los
ARNm presentes a 20°C en B. subtilis.

El mensajero de Ia desaturasa puede acumularse a 37°C

Los resultados hasta aqui descriptos sugieren que la induccién por frio de la expresién
del gen des es de cardcter transcripcional y que la estabilidad de su ARNm no influye
apreciablemente en dicha regulacién. Dado que los mecanismos por los cuales la
estabilidad de los ARNm es controlada en funciéon de la temperatura en bacterias no son
del todo conocidos (Thieringer y col., 1998), no podemos descartar que, mediante la
estrategia experimental utilizada para el estudio de los t;» de los ARNm (Figs. 17 y 18),
la previa incubacién de las células de B. subtilis a 20°C de alguna manera produzca un
incremento en la estabilidad del ARNm-des a 37°C. De esta manera estarfamos
sobrevalorando de manera artefactual la estimacién del t12 del ARNm a 37°C. Asi, para
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Fig. 18. Cinética de Ia degradacién de los ARNm globales y del ARNm-des de B. subilis.
Los nivels de ARNm-des a 37°C (tridngulos vacios) o 20°C (tringulos llenos) fueron
determinados cuantificando Ia radioactividad de cada una de las bandas del “Northern blot” de
la figura 14 y de anélisis de Dot blot de ARN hibridado con una sonda especifica para el gen des
(ver Materiales y Métodos). Las muestras para el Dot blot fueron tomadas en las mismas
condiciones que las tomadas para el “Northern blot” de la Fig 17. Cada valor es el promedio de
los resultados de dos experimentos independientes. Los niveles de ARNm totales fueron
medidoos segln se describe en Materiales y Métodos. Las muestras a 37°C (circulos vacios)
fueron tomadas a los 0, 1, 3, 6, 12 y 24 minutos luego de la inhibicién de la transcripcién. Las
muestras a 20°C (circulos llenos) fueron tomadas a los 0, 6, 12, 24, 48 y 70 minutos luego de la
inhibicién de la sintesis de ARN. Los t,, fueron calculados como el tiempo necesario para que
la cantidad de ARNm cuantificada antes del agregado de los inhibidores de Ia transcripcion
descienda un 50%.

separar cualquier efecto que pudiera tener el “shock” frio sobre la estabilidad del
ARNm del gen des a 37°C, o lo que es lo mismo, para estudiar la estabilidad del
transcripto de la desaturasa prescindiendo de la regulacién transcripcional por
temperatura del gen des, se decidié cambiar el promotor natural del gen des por un
promotor que no dependiera de la temperatura. Para esto se eligi6 el promotor hibrido
pspac, el cual contiene el sitio de reconocimiento de la ARN polimerasa proveniente de
un promotor temprano del bacteriéfago de B. subtilis SPO1 y el operador lac de E. coli
(Henner, 1990). E]l promotor pspac permite un ajustado control de la transcripcion,
activindose solo ante el agregado del isopropil-p-D-galactopiranésido (IPTG, Henner,
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1990). Mediante el uso de este promotor podemos entonces inducir la transcripcién del
gen des mediante el agregado de IPTG a 37°C y analizar la acumulacién de ARNm-des
a esta temperatura, Para asegurarse de que los datos de estabilidad a 37°C del nuevo
transcripto reflejen el efecto de la temperatura sobre el mensajero de la desaturasa, el
cambio del promotor des por el promotor pspac fue realizado de modo tal que el
transcripto resultante fuera idéntico al de la cepa silvestre. Para eliminar entonces la
induccién por frio del promotor del gen des y al mismo tiempo controlarlo con el
promotor pspac se siguié la estrategia representada en la Figura 19. Un fragmento de
ADN conteniendo el extremo 5° del gen des (excluyendo la regién promotora pero
incluyendo la corta regién transcripta no traducida) fue clonado entre ¢l promotor pspac
y el gen lacl del vector integrativo pAGS58 (Perego, 1993) para generar asi el plasmido
pPA13. La integracion tipo “Campbell” de este plismido en el cromosoma de una cepa
salvaje de B. subtilis posiciona la tinica copia funcional del gen des bajo el control del
promotor pspac generando asf la cepa AKPS (Fig. 19).

Esta nueva cepa es adecuada entonces para el estudio de la estabilidad del ARNm-des a
temperaturas en las que normalmente la transcripcién es minima o inexistente y permite
determinar si la regulacién del gen des por la temperatura es exclusivamente
transcripcional o si también juega algiin papel la estabilidad de su mensajero. Para ello,
cultivos de la cepa AKP5 fueron incubados a 37°C hasta mitad de fase exponencial, en
dicho punto el cultivo se dividié en cuatro: dos fracciones fueron mantenidas a 37°C
(una suplementada con 1 mM de IPTG y la otra en ausencia de IPTG) y las otras dos
fueron transferidas a 20°C (una suplementada con 1 mM de IPTG y la otra en ausencia
de IPTG). El ARN total de las fracciones mantenidas a 37°C fue extraido 15 minutos
después del agregado de IPTG, mientras que para las fracciones transferidas a 20°C, 1a
extraccién de ARN totales se realiz6 45 minutos después del agregado de IPTG. Con
estas muestras se realizaron entonces experimentos de “Northern blot” cuya
autoradiografia se ilustra en la Figura 20. Como puede observarse entonces en esta
figura, la acumulacién de ARNm-des en la cepa AKP5 depende estrictamente de Ia
presencia del inductor IPTG en el medio de cultivo sin importar la temperatura a la cual
el mismo estd sometido. Los niveles de transcripto acumulado a 20°C y 37°C en
presencia de IPTG son aproximadamente iguales (calles 2 y 4) y comparables con los
niveles observados en la cepa salvaje a 20°C 45 minutos después del “shock™ frio (calle
5). Mediante experimentos de “Northern blot” con inhibicién de la transcripcion
pudimos determinar que el ti en la cepa AKPS del ARNnr-des a 37°C es de 2 minutos
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1990). Mediante el uso de este promotor podemos entonces inducir la transcripcién del
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ADN conteniendo el extremo 5° del gen des (excluyendo la regién promotora pero
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y el gen lacI del vector integrativo pAG58 (Perego, 1993) para generar asi ¢l pldsmido
pPA13. La integracion tipo “Campbell” de este pldsmido en el cromosoma de una cepa
salvaje de B. subtilis posiciona la \inica copia funcional del gen des bajo el control del
promotor pspac generando asf la cepa AKPS (Fig. 19).

Esta nueva cepa es adecuada entoncés para el estudio de la estabilidad del ARNm-des a
temperaturas en las que normalmente la transcripcion es minima o inexistente y permite
determinar si la regulacién del gen des por la temperatura es exclusivamente
transcripcional o si también juega algiin papel la estabilidad de su mensajero. Para ello,
cultivos de la cepa AKP5 fueron incubados a 37°C hasta mitad de fase exponencial, en
dicho punto el cultivo se dividié en cuatro: dos fracciones fueron mantenidas a 37°C
(una suplementada con 1 mM de IPTG y la otra en ausencia de IPTG) y las otras dos
fueron transferidas a 20°C (una suplementada con 1 mM de IPTG y la otra en ausencia
de IPTG). El ARN total de las fracciones mantenidas a 37°C fue extraido 15 minutos
después del agregado de IPTG, mientras que para las fracciones transferidas a 20°C, la
extraccién de ARN totales se realizé 45 minutos después del agregado de IPTG. Con
estas muestras se realizaron entonces experimentos de “Northern blot” cuya
autoradiografia se ilustra en la Figura 20. Como puede observarse entonces en esta
figura, la acumulacién de ARNm-des en la cepa AKPS depende estrictamente de la
presencia del inductor IPTG en el medio de cultivo sin importar la temperatura a la cual
el mismo estd sometido. Los niveles de transcripto acumulado a 20°C y 37°C en
presencia de IPTG son aproximadamente iguales (calles 2 y 4) y comparables con los
niveles observados en la cepa salvaje a 20°C 45 minutos después del “shock™ frio (calle
5). Mediante experimentos de “Northern blot” con inhibicién de la transcripcion
pudimos determinar que el ti en la cepa AKPS5 del ARNm-des a 37°C es de 2 minutos
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Fig. 19. Construccién de la cepa AKPS5, con el gen des bajo control del promotor pspac. El
pldsmido pPAI13, el cual contiene la regién 5'UTR de 29 nucledtidos més los primeros 147
codones del gen des corriente abajo del promotor pspac, fue utilizado para transformar
seleccionando por resistencia a cloranfenicol la cepa silvestre de B. subtilis JH642. La
integracién de tipo Campbell de este plismido ubica al gen des bajo el dominio del promotor

pspac.

(datos no mostrados), indicando que la estabilidad del ARNm-des &2 37°C es
aproximadamente la misma siendo el transcripto sintetizado a partir del promotor pspac
o a partir del promotor silvestre.
Por consiguiente, del conjunto de experimentos descripto en las figuras 17, 18 y 20, y de
los datos derivados de los experimentos realizados con fusiones transcripcionales al gen
reportero JacZ (ver Fig. 13 Capftulo I), podemos concluir que la acumulacién de
ARNm-des observada al caer la temperatura de crecimiento de un cultivo de B. subtilis
se debe casi exclusivamente a una induccién de la transcripcion dependiente del
promotor del gen des y que la estabilidad del ARNm no estd involucrada en la
regulacion por la temperatura de la expresién del gen des.

Sintesis de AGIs en B. subtilis a 37°C.

Como podemos observar en la calle 4 de la Figura 20, en la cepa AKPS5 el mensajero de
la desaturasa puede acumularse a 37°. Sin embargo, a pesar de que este mensajero
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Fig. 20. Produccién del ARNm-des bajo el control del promotor pspac. ARN total (10 pg
por calle) extraido de la cepa AKPS5 (calles 1 a 4) o de la cepa JH642 (calle 5) fue utilizado para
este experimento de Northern blot. Cultivos de la cepa AKP5 fueron llevados a 37°C hasta
mitad de fase log. y entonces mitad del cultivo fue suplementada con IPTG (conc. final lmM).
Los cultivos suplementados (+) y los no suplementados (-) fueron posteriormente transferidos a
20°C por 45 minutos {calles 1 y 2) o mantenidos a 37°C por 15 minutos (calles 3 y4). La cepa
JH642 fue cultivada a 37°C hasta mitad de fase log. y luego fue transferida a 20°C por 45
minutos (calle5).

se sintetice a 37°C, esto no implica que los AGIs se sinteticen a dicha temperatura. El
ARNm-des es transcripto y es estable a 37°C, pero puede ser traduccionalmente inviable
a esta temperatura. Que el mensajero sea traducido tampoco implica que la AS5-
desaturasa sea activa a 37°C, dado que puede darse el caso que durante el “shock” frio,
ademds de la sintesis de la AS-desaturasa, se induzca la sintesis de otros factores
involucrados en la sintesis de AGIs tales como componentes de una cadena de
electrones especifica.

Para responder a estas cuestiones se analizo el perfil de acidos grasos sintetizados por la
cepa AKP5 crecida a distintas temperaturas con o sin ¢l agregado de IPTG. Para ello, de
manera similar al experimento descripto en la Figura 20, cultivos de la cepa AKP5
fueron incubados a 37°C hasta mitad de fase exponencial, en dicho punto el cultivo se
dividié en cuatro: dos fracciones siguieron incubadas a 37°C (una suplementada con
1mM IPTG y la otra en ausencia de IPTG) y las otras dos fueron transferidas a 20°C
(una suplementada con 1mM IPTG y la otra en ausencia de IPTG). Los 4cidos grasos
fueron marcados mediante el agregado de [**C] acetato antes del agregado de IPTG y
los cultivos fueron incubados 12 horas ya sea a 20 o 37°C. Seguidamente los cultivos

fueron cosechados y los lipidos totales extraidos, transesterificados y cromatografiados
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Fig. 21. Produccién de AGIs bajo el control del promotor pspac. Cultivos de la cepa AKPS
fueron llevados a 37°C hasta mitad de fase log. y la mitad del cultivo fue suplementada con
IPTG (conc. final 1mM). Alicuotas de 2 ml de los cultivos suplementados (+) o no
suplementados (-) con IPTG fueron marcados con 10 uCi de {14C] acetato y posteriormente
fueron transferidos a 20°C (calles 1 y 2) o mantenidos a 37°C (calles 3 y4) por 12 horas. Los
lipidos fueron entonces extraidos y transesterificados. Los metil ésteres resultantes fueron
separados en sus fracciones de Acidos grasos saturados (AGSs) y 4cidos grasos insaturados
(AGIs) mediante cromatografia en capa delgada de silica gel impregnada con AgNO; al 20%
(ver Materiales y Métodos). La cepa JH642 fue cultivada a 37°C hasta mitad de fase log., 2 ml
de cultivo fueron marcados con 10 uCi de [*C] acetato y posteriormente transferidos a 20°C por
12 horas (calle 5). En las calles 1 y 3, se determinaron 11.000 cpm en la fraccién de AGSs
mientras que las fracciones de AGIs para las mismas calles contienen niveles basales de
radioactividad. Las muestras de las calles 2 y 4 contienen 10.000 y 1.300 cpm en las fracciones
de AGSs y AGISs respectivamente. La muestra correspondiente a la calle 5 contiene 9.000 cpm y
1300 cpm en las fracciones de AGSs y AGIs respectivamente.

en TLC-AgNO;. En la Figura 21 puede observarse el resultado del autorradiograma de
dicha cromatografia. Puede apreciarse que la cepa AKPS es capaz de sintetizar AGlIs a
37 o 20°C sélo cuando el medio de cultivo fue suplementado con IPTG (calles 2 y 4).
Estos experimentos demuestran que la A5-desaturasa se sintetiza y es activa a 37°C en
B. subtilis indicando que a dicha temperatura todos los componentes necesarios para la
desaturacién de lipidos de membrana se encuentran presentes. Por lo tanto, podemos
concluir que el producto del gen des es el unico componente del sistema de desaturacion
de 4cidos grasos de B. subtilis que se induce por las bajas temperaturas de crecimiento.
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DISCUSION

Nuestros resultados muestran que el gen des estd estrictamente controlado por la
temperatura. Mientras que a 37°C el transcripto es indetectable, al disminuir la
temperatura se observa una répida y transitoria aparicion del ARNm-des (ver Fig 16).
Esta significativa acumulacién del transcripto de la desaturasa es independiente de la
sintesis de novo de proteinas. Asimismo pudimos demostrar que la induccon del gen des
a bajas temperaturas tiene lugar exculsivamente por activacién de la transcripcién y que,
a diferencia de lo reportado para la regulacién de los genes de desaturasas de
cianobacterias (Los y col, 1997, Sakamoto y Bryant, 1997), no depende de la
estabilizacién de su ARNm. Estos experimentos también permiten postular que el factor
limitante para la introduccién de dobles enlaces en los 4cidos grasos de membrana a
bajas temperaturas es la AS5-desaturasa, ya que otros factores necesarios para la
desaturacién, como la(s) especie(s) donadora(s) de electrones o la(s) cadena(s)
transportadora(s) de los mismos, parecen estar presentes a 37°C.

Los experimentos mostrados en este capitulo demuestran que el transcripto de la
desaturasa puede ser sintetizado sin que se requiera alguna proteina diferente de las que
ya fueron sintetizadas a 37°C (Fig., 16 C). Por lo tanto, si se requiere alguna protefna
reguladora (de caracter activador o represor) involucrada en la regulacién del gen des,
esta debe sufrir algin tipo de cambio conformacional mediado por la temperatura que
resulte en represion del gen des a 37°C y en su induccién transcripcional a 20°C. Si se
tratara de un activador transcripcional, este se encontraria en un estado conformacional
inactivo a 37°C y al disminuir la temperatura de crecimiento se favoreceria la
conformaciébn activa que permitiria inducir la transcripcion del gen des.
Alternativamente, puede tratarse de un represor funcional a 37°C y sensible al frio. Este
tipo de regulacion por temperatura mediado por cambios conformacionales en factores
transcripcionales ba sido descripto para el factor de virulencia de Salmonella
typhimurium TipA (Hurme y col, 1997). Esta proteina funciona como un represor
homodimérico cuyo estado de plegamiento determina la capacidad de unién al ADN.
Un aumento en la temperatura ambiente favorece el estado monomérico y por lo tanto la
disociacién de TlpA del ADN con la consiguiente activacidn de los genes antes
reprimidos. Del mismo modo, temperaturas de 37°C en B. subtilis podrian determinar la
inactivacién del gen des debido al incorrecto plegamiento de un posible activador
transcripcional a esta temperatura.
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Estudios previos realizados en nuestro laboratorio determinaron que la actividlad ADN
girasa era necesaria para la sintesis de AGIs (Grau y col., 1994) y que cuando B. subtilis
es transferido de 37°C a 20°C se genera un significativo cambio en la topologia de su
ADN. Utilizando ADN plasmidico como marcador del estado de superhelicidad del
ADN cromosomal se demostré que ante una caida en la temperatura de crecimiento el
ADN plasmidico sufre un aumento en la superhelicidad negativa. Asf, nuestro
laboratorio postulé que la temperatura, a través de cambios en el grado de
superenrollamiento del ADN cromosomal, podria regular la sintesis de los dcidos grasos
insaturados en B. subtilis (Grau y col., 1994). Experimentos realizados en este sentido
indicaron que para el aumento del grado de superenrrollamiento negativo que se observa
en B. subtilis al caer la temperatura no es necesaria la sintesis de novo de proteinas
(datos no mostrados). Por lo tanto, con los datos experimentales obtenidos hasta ahora
no podemos descartar la posibilidad de que el aumento de la superhelicidad negativa del
ADN pueda contribuir de manera significativa a la regulacién del gen des.

Otra pregunta que surge de los resultados descriptos en este capitulo es: ;De que manera
se reprime la expresién del gen des luego de la caida de la temperatura? En las Figuras
16 A y 16C se ve claramente que la acumulacién del ARN-des es de carécter transitorio.
En efecto, luego de 5-6 horas del cambio de temperatura dicho ARNm es indetectable.
Si bien el andlisis derivado de los experimentos realizados con fusiones
transcripcionales del promotor des al gen reportero lacZ (Fig. 13, Capitulo I) sugiere
que la abrupta caida en los niveles de ARNm-des seria debido a un cese de la
transcripcién, no podemos descartar que la causa sea una mayor velocidad de
degradacion del ARNm-des una vez transcurridos los primeros 30 minutos de
crecimiento a 20°C. Sin embargo, esta posibilidad fue descartada mediante el
experimento que se ilustra en la Figura 22. En esta Figura puede observarse que la cepa
AKPS, donde el promotor original del gen des fue recemplazado por el promotor pspac,
los niveles de ARNm-des se mantienen relativamente constantes luego de 7 horas
después del enfriamiento del cultivo a 20°C. Si el mecanismo responsable de la caida de
los niveles de ARNm-des fuera una desestabilizacién del mismo, deberiamos observar
en la cepa AKP5 una acumuiacion transitoria de ARNm-des similar a la observada para
la cepa JH642 en la Figura 16 A. Estos resultados sugieren fuertemente que el cardcter
transitorio de la induccién del gen des ante una caida en la temperatura de crecimiento
se debe a un cese de la transcripcion luego de los primeros 30 min del “shock” frio.
Estos resultados concuerdan con los reportados por Fujii y Fulco (1977) en B.
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Fig. 22. Perfil de acumulacién del ARNm-des en la cepa AKPS a distintos tiempos luego
del traspaso de 37 a 28°C. Cultivos de la cepa AKPS fueron crecidos & 37°C hasta mitad de
fase exponencial, suplementados con IPTG 1mM, y luego transferidos a 20°C. Distintas
alicuotas fueron tomadas a los tiempos (posteriores al agregado de IPTG) descriptos para la
extraccién de ARN total. Las muestras de ARN total (10 mg or calle) fueron separadas en geles
de agarosa-formaldehido y transferidas a membranas de nylon segiln se describe ne Materiales y
Métodos. La hibridacién de las membranas se realizé utilizando una sonda especifica para el
gen des.

megaterium. Estos autores han descripto que luego de los 10 min en que un cultivo de
B. megaterium es transferido de 35 a 20°C, la actividad AS5-desaturasa comienza y luego
contimia a altos niveles por aproximadamente 1 hora. Esta fase, denominada por estos
autores (Fuji y Fulco, 1997) hiperinduccién, es seguida por un periodo en el que la
actividad AS-desaturasa disminuye a los niveles caracteristicos de cultivos de B.
megaterium crecidos permanentemente a 20°C. Estos y otros resultados les han
permitido postular a Fuji y Fulco (1977), 23 afios atrds y sin evidencia genética o
molecular directa, que el cese de la hiperinduccidn resuita de la accion de un represor
transcripcional, el cual bloquearia la sintesis del mensajero de la desaturasa. Nuestros
resultados que describen la cinética de acumulacién y desaparicién del ARNm, asi
como aquellos que sugieren una represién transcripcional posterior a los primeros 30
minutos del shock frio concuerdan de manera apreciable con el fendmeno de
hiperinduccién descripto por Fuji y Fulco (1977) en B. megaterium. Es importante
destacar que nuestro laboratorio ha comunicado que la cantidad de AGls sintetizada por

B. subtilis luego de una disminucion en la temperatura de crecimiento es mucho mayor
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que aguella sintetizada por cultivos crecidos por varias generaciones a 20°C (Grau y de

Mendoza, 1993). Por lo tanto ¢l fenémeno de hiperinduccién de la desaturasa descripto

por Fuji y Fulco (1977) y los resultados descriptos en este capitulo son consistentes con

la hipbtesis de que la sintesis de AGIs en B. subtilis es modulada negativamente

mediante una represion transcripcional del gen des luego del crecimiento prolongado a

bajas temperaturas.

En resumen, el conjunto de resultados mostrado hasta aqui permite formular la hipétesis

de que €l gen des se regula, tanto en su induccién por la disminucién de la temperatura

como en la adaptacién a bajas temperaturas, a nivel exclusivamente transcripcional.

Dentro de esta hipotesis se inscriben dos lineas de especulacion:

1- El gen des es regulado por medio de factores transcripcionales (activadores o
represores) que sufren modificaciones conformacionales en funcidn de los cambios
en la temperatura ambiente. Esta posibilidad plantea naturalmente la busqueda de
mutantes defectivas en la regulacién del gen des. Si fuera una proteina activadora,
mutantes nulas del gen que la codifica darian un fenotipo des” a 20°C. Si se tratara
de una proteina represora, mutantes nulas en el gen que la codifica darian un
fenotipo des™ a 37°C.

2- Fl grado de superenrollamiento del ADN cromosomal es el regulador del gen des.
Segun esta idea, a 37°C la ARN polimerasa seria incapaz de unirse correctamente a
1a zona 35 y —10 del promotor del gen des debido a que el grado de superhelicidad
del ADN presente a dicha temperatura no seria el adecuado para tal unién. Cuando
la temperatura disminuye, aumenta el grado de superenrollamiento negativo de
modo tal que favorecerfa la unién de la ARN polimerasa a la zona promotora del
gen des permitiendo asf la transcripcion del mismo. Una estrategia experimental que
podria confirmar o descartar esta hipdtesis serfa la realizacién de estudios de
transcripcién in-vitro con la ARN polimerasa de B. subtilis utilizando como
substratos plasmidos con distintos grados de superenrollamiento conteniendo el
promotor del gen des.

Claramente no podemos descartar una combinacién de ambas hipétesis o, mas ain, en

una tercera no imaginada por nosotros pero. Sin embargo, las evidencias experimentales

presentadas en el préximo capitulo apoyan la primera de las dos hipétesis arriba
planteadas.
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Hasta aqui se ha descripto un conjunto de resultados que permiten concluir que el gen des se
encuentra regulado estrictamente por la temperatura. Los posibles mecanismos implicados en la
regulacién del gen des por la temperatura se han descripto al finalizar el capitulo anterior y se
esquematizan en la siguiente figura (Fig. 23). Comin a ambas hipotesis es el hecho de que el
mecanismo regulador del gen des debe estar controlado por uno o mAs componentes sensores de
la temperatura y que estos componentes deben ser capaces de transducir dicha sefial hacia la
regulacién de la transcripcién del gen des.

Distintos estudios han demostrado que las membranas biolégicas pueden percibir cambios
ambientales y que, como consecuencia de alteraciones en su estado de fase, son capaces de
enviar sefiales que activen o repriman la transcripcién (Vigh y col,, 1993, Suzuki y col., 2000,
Hoppe y col, 2000). En el caso de la cianobacteria Synechocystis sp. PCC6803, ha sido
demostrado que un descenso en el grado de insaturacién de los 4cidos grasc;s de membrana,
producido mediante hidrogenacién catalitica in vivo, induce la expresién del gen desd que
codifica para la A12 acil-lipido desaturasa (Vigh y col., 1993). Dicho gen es también inducido
por las bajas temperaturas de crecimiento. Asi, es factible suponer que un cambio en la fluidez
de membrana pueden estar involucrados con la percepcién de la temperatura que gobierna la
regulacién transcripcional de los genes de las desaturasas. También ha sido descripto que el
estado fisico de la membrana afecta Ia expresion de genes inducidos por altas temperaturas
como ocurre en Saccharomyces cerevisiae. En esta levadura, la modificacion del cociente entre
4cidos grasos saturados e insaturados lleva a un significativo cambio en la expresién de los
genes de “heat-shock” hsp70 y hsp82 (Carratu y col, 1996). Estos descubrimientos refuerzan la
hipbtesis de que cambios en el estado fisico de Ja membrana celular pueden llevar a la
regulacion de la expresion de genes descriptos como inducibles por frio o calor. En bacterias,
asf como en todos los organismos vivos, existe un amplio mimero de proteinas responsables de
percibit una multiplicidad de sefiales quimicas y fisicas que se generan extra O
intracelularmente. Entre estas protefnas se encuentran las histidin quinasas. Las mismas se
encuentran localizadas en su mayoria en la membrana plasmética aunque también existen en
forma soluble. Las histidin quinasas junto a proteinas solubles asociadas (Llamadas reguladores
de respuesta) constituyen los denominados sistemas regulatorios de dos componentes los cuales
estan ampliamente difundidos en procariotes (Appleby y col., 1996), levaduras (Maeda y col.,
1994) y plantas (Chang y col, 1993; Kakimoto, 1996). Estos sistemas reguladores, constituidos
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37°C 25°C

Fig. 23. Posibles mecanismos de regulacién del gen des. A 37°C la transcripcién de des se encuentra
bloqueada debido a la presencia de un represor activo o de un activador disfuncional a dicha
temperatura. Una caida en la temperatura ambiente lleva directa o indirectamente a un cambio
conformacional de la proteina hipotética permitiendo la derrepresion (en el caso de que sea un represor)
o la induccion transcripcional det gen des. Aliernativamente, el aumento en el grado de
superenrollamiento negativo del ADN que ocurre al disminuir la temperatura podria ser una causa
principal de la activacién del gen des. Asimismo, la induccion transcripcional del gen des por frio es de
cardcter transitoria. '

por un componente sensor (la quinasa) y por otro efector (el regulador de respuesta) son los
responsables, en gran medida, de la transduccién de sefales quimicas o fisicas a través de la
membrana plasmitica en procariotes (Hoch 2000). Dado que las quinasas sensoras son
usualmente protefnas integrales de membrana que responden a cambios ambientales hemos
considerado la hip6tesis de que la regulacién por la temperatura del gen des esté controlada por

un miembro de la familia de los sistemas reguladores de dos componentes.
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Teniendo en cuenta esta hipdtesis se procedié a analizar la secuencia completa del genoma de

Bacillus subtilis.

La inactivacién de los genes yocF y yocG impiden la expresion de las fusiones
transcripcionales des-lacZ inducida por la baja temperatura.

El analisis del genoma completo de B. subtilis indica la existencia de 36 posibles histidin
quinasas y 34 reguladores de respuesta en dicho organismo (Fabret y col., 1999). De ellos s6lo 9
sistemas de dos componentes tienen funciones asignadas en distintos procesos adapativos tales
como competencia, esporulacién, respiracion anaerobia y quimiotaxis (Fabret y col, 1999).
Entre los sistemas de funcién atin desconocida, se encuentra el operén yocFG, que se localiza
inmediatamente adyacente a el gen des, corriente abajo. Ha sido previamente reportado que, en
B. subtilis, el sistema de dos componentes citST muy préximo al gen citM'y sin pertenecer a la
misma unidad transcripcional, regula la transcripcién del gen citM, involucrado en el transporte
de citrato (Yamamoto y col., 1999). Este hallazgo junto con la sugestiva localizacién del par
yocFG corriente abajo de des nos indujeron a analizar mediante experimentos de mutagénesis
sitio dirigida la influencia de este putativo sistema regulatorio en el control de la expresién del
gen de la desaturasa. Para monitorear la induccién del gen des ante una disminucién de la
temperatura de crecimiento se construyé la cepa AKP3 (ver Materiales y Métodos). Esta cepa
posee en el locus amyE de la cepa JH642 de B. subtilis una fusién transcripcional del promotor
del gen des al gen lacZ de E. coli (pdes-lacZ). Para determinar entonces si los genes yocF'y
yocG son esenciales para la expresién del gen des hemos interrumpido ambos genes
introduciendo un cassette de resistencia a kanamicina en la cepa AKP3 (Km®, ver Materiales y
Meétodos). La cepa resultante, denominada AKP21, fue utilizada entonces para la medicion de la
actividad p-galactosidasa a distintas temperaturas (Fig. 24).

Como puede observarse en la Fig. 24, cuando ambas cepas (AKP3 y AKP21) son cultivadas a
37°C los niveles de actividad B-galactosidasa son muy bajos. Sin embargo, como ya se describi6é
en el Capitulo I, ante una caida en la temperatura de crecimiento de 37 a 25°C, los niveles de
actividad p-galactosidasa en la cepa silvestre aumentan llegando a valores cerca de 13 veces
mayores que los registrados a 37°C. En confraste con la cepa silvestre, la doble mutante yocF
yocG no presenta un aumento significativo en su actividad B-galactosidasa ante la caida de la
temperaturas de crecimiento (Fig. 24). Asimismo, la induccién por frio de la fusién pdes-lacZ
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Fig. 24. Perfil de Ia expresién de la fusiém transcripcional pdes-lacZ en cepas silvestres y yocF
yocG de B. subiilis a 37 y 25°C. Cultivos de las cepas AKP3 (circulos) y AKP21 (tringulos) fueron
crecidos en medio SPI-CAA a 37°C hasta fase logaritmica temprana y luego divididos en dos. Una
fraccion del cultivo fue transferida a 25°C (simbolos rellenos) y la otra fue mantenida a 37°C (simbolos
vacios). A los tiempos indicados, alicuotas de las distintas fracciones fueron tomadas y procesadas para

{a determinacién de la actividad B-galactosidasa.

en la cepa AKP3 puede ser ficilmente observable en medio sélido conteniendo X-Gal. Como
puede observarse en la Fig. 25, panel 1, las colonias de la cepa AKP3 en medio LB-X-Gal son
blancas a 37°C y se tornan azules a 25°C mientras que las colonias de la cepa AKP21
permanecen blancas a ambas temperaturas. Estos resultados indican que la presencia de ambos
genes yocF' y yocG es necesaria para la induccién por frio del gen des.

Para verificar que los genes yocF y yocG son necesarios para la expresion del gen des, se
construyeron plasmidos conteniendo €] operdn yocFG o el gen yocG bajo control del promotor
inducible por xilosa pxil. Dichos plasmidos fueron integrados por recombinacién homéloga en
el locus thrC de la cepa AKP21 generando asi las cepas AKP2147 (pxil-yocFG) y AKP2152
(pxil-yocG, ver Materiales y Métodos). En la cepa AKP2147, donde los dos genes yocF y yocG
estdn provistos en frams, la induccién por frio de des depende de la presencia de xilosa en el
medio de cultivo (Fig. 25, panel I). También puede observarse en la Fig. 25 (panel IT) que Ia
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Fig. 25. Fenotipos observables en medio sélido de cepas silvestres y distintas mutsntes en los genes
yocF y yocG de B. subtilis que contienen la fusion transcripcional pdes-lacZ. Las distintas cepas
sefialadas fueron sembradas en medio LB con X-Gal 30 pg/ml, suplementado (cuarto sombreado) o no
con xilosa 0.8% conc. final. Las cajas de Petri fueron incubadas 12 hs a 37°C (columna de la izquierda,
37°C) 0 5 hs a 37°C y luego 36 hs a 25°C (columna del medio, 25°C) antes de ser fotografiadas. La
columna de la derecha representa ia ubicacién de las distintas cepas sembradas, sus genotipos se
encuentran descriptos en la Tabla 3 (ver Materiales y Métodos). Los resultados del panel III fueron

gentilmente cedidos por A Erazo (2001).
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expresién de Gnicamente el gen yocG en la cepa AKP2152 es insuficiente para restablecer el
fenotipo lac* a bajas temperaturas. Por otro lado, la interrupcién con un “cassette” de
kanamicina de Gnicamente el gen yocG, anula también Ia expresion del gen des (Fig 25, panel
III). En esta cepa, denominada AKP9, el restablecimiento de la expresién del gen yocG bajo
control del puil, permite observar el fenotipo lac” en presencia de xilosa a bajas temperaturas
(Fig. 25, panel III). Estos resultados permiten concluir que tanto yocF como yocG son
esenciales para la induccién por frio del gen des.

La inactivacién de yocG impide la sintesis del ARNm de la desaturasa y de AGIs en B.
subilis.

Con el fin de estudiar en mayor detalle la funcién de los genes yocF'y yocG sobre la expresion
del gen des se realizaron experimentos de Northemn-blot analizando la sintesis del ARNm del
gen des en la cepa salvaje JH642 y en su isogénica yocG' (cepa AKP8). Como ha sido
previamente descripto, en la cepa salvaje JH642 una caida en la temperatura del cultivo de 37 a
25°C induce la sintesis de} ARNm-des (Fig. 26 A, calle 1). Por el contrario, se puede observar
que en el caso de la cepa AKPS, no se detecta la presencia del mensajero de la desaturasa en
iguales condiciones (Fig. 26 A, calle 2). Asimismo, el perfil de 4cidos grasos sintetizados por
ambas cepas en condiciones de “shock” frio permite concluir que el gen yocG es esencial para
la sintesis de AGIs. Esto se deduce del hecho de que Ia cepa salvaje sintetiza AGls al ser
transferida de 37°C a 25°C, mientras que la cepa AKP8 es incapaz de sintetizar AGIs en iguales
condiciones (Fig. 26 B).

Similitudes entre YocF, YocG y proteinas de los sistemas de dos componentes.

Las secuencias de aminodcidos deducidas de los genes yocF y yocG presentan una clara
similitud estructural con las histidin quinasas y los reguladores de respuesta, respectivamente,
de los sistemas regulatorios de dos componentes. La secuencia de aminodcidos deducida de
yocF indica que YocF posee 370 aminoécidos y un peso molecular calculado de 43 kDa. Como
ha sido ya propuesto (Fabret y col., 1999), YocF pertenece al grupo II de quinasas de B. subtilis.
Este grupo estd muy relacionado con la quinasa NarX de E. coli e incluye a la proteinas de B.
subtilis DegS involucrada en degradacién enzimética y competencia (Dartois y col, 1998) y a
ComP, relacionada con la competencia temprana (Grossman, 1995). El dominio histidin quinasa
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AGLe—

Fig. 26. Produccion de ARNm-des y de AGISs en la cepa yocG de B. subtilis. (A) Analisis por
“Northern-blot” en geles de formaldehido-agarosa. Se crecieron las cepas silvestre (calle 1) y yocG’
(caile 2) a 37°C hasta mitad de fase logaritmica y luego fueron transferidas a 25°C por 30 min, en ese
momento las células fueron recogidas y procesadas para la extraccion de ARN totales. Cada calle
contiene 10 pg de ARN total. (B) Perfil de AGIs sintetizados por las mismas cepas. Las cepas silvestre
(calle 1) y yocG™ (calle 2) fueron cultivadas a 37°C hasta mitad de fase Jogaritmica y luego a 2 ml de
cultivo se Ie agregaron 10 mCi de acetato [**C] para posteriormente ser transferidos a 25°C. Luego de 12
hs de incubaci6n a 25°C se extrajeron los lpidos totales para su posterior transesterificacion. Los metil
&steres resultantes fueron resueltos mediante TLC-AgNO;. La muestra de la calle 1 contiene 15.000 y
2000 cpm en las fracciones AGSs y AGIs respectivamente. La muestra de la calle 2 contiene 14.000 cpm
en la fraccién de AGSs y solo niveles basales de radioactividad en la fraccion de AGIs.

se encuentra localizado en el C-terminal y contiene la histidina aceptora del grupo fosfato en la
posicién 188, mientras que el extremo N-terminal comprende cuatro segmentos de alta
hidrofobicidad que se comportarian como dominios transmembrana (Fabret y col., 1999). El
gen yocG codifica para una proteina de 199 amino4cidos con un peso molecular de 22 kDa. La
secuencia deducida de amino4cidos de yocG demuestra similitudes con los reguladores de
respuesta asociados a las quinasas relacionadas con DesK: DegU (asociada a DegS) y ComA
(asociada a ComP). Los reguladores de respuesta han sido clasificados de acuerdo a las
similitudes que presentan en sus dominios de unién a ADN (Fabret y col., 1999), para el caso de
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YocG, esta protefna pude ubicarse en el grupo homélogo al regulador NarL de E. coli al cual
también pertenecen DegU y ComA. En dicho grupo, el sitio de unién al ADN se encuentra en el
extremo C-terminal y el sitio receptor de la sefial en el dominio N-terminal.

Dado que los genes yocF y yocG son necesarios para la induccién transcripcional del gen des
han sido por nosotros renombrados desK (por la palabra inglesa Kinase y desaturasa) y desR
(por Regulador y desaturasa) respectivamente y, las proteinas que ellos codifican DesK y DesR.

h-DesR es capaz de unir especificamente al promotor del gen des.

En la mayoria de los casos descriptos para los sistemas reguladores de dos componentes, el
regulador de respuesta funciona como regulador transcripcional de los genes cuyos productos
son utilizados para responder a la sefial que activa al sistema. Los datos genéticos presentados
sugieren que DesR puede comportarse como un activador transcripcional del gen des y que por
lo tanto se uniria a la zona promotora del mismo. No obstante no podemos descartar que la
funcién de desR en la regulacién transcripcional del gen des sea indirecta como sucede en otros
sistemas de dos componentes que involucran m4s de un regulador de respuesta, tal es el caso de
el sistema de “phosphorelay” involucrado en la esporulacién de B. subtilis (Fabret'y col., 1999).
Para comprobar entonces si DesR tiene una accion directa sobre €l gen des, se analizo la
capacidad de esta proteina de unirse especificamente in vitro a la Zona promotora del gen des.
Para ello se cloné el gen desR en un vector de expresion de E. coli, introduciendo una cola de
seis residuos de histidina en el extremo N-terminal de YocG (ver Materiales y Métodos). Se
sobreexpresé este gen en la célula huésped de E. coli y posteriormente se purificé la proteina de
fusién 6His-DesR (h-DesR) mediante cromatografia de afinidad con resinas de NTA-niquel (ver
Materiales y Métodos). Como ADN blanco se utilizé un fragmento de ADN de 367 pb que
contiene el promotor del gen des el cual fue purificado y posteriormente marcado con [o
32p14ATP (ver Materiales y Métodos). La capacidad de formacién de complejos entre desR y el
ADN que contiene el promotor del gen des (pdes ADN) fue determinada mediante ensayo de
retardo de movilidad en geles (EMSA, por “clectrophoresis mobility shift assay”) en presencia
de un exceso de poli(dl-<dC) como competidor inespecifico del pdes ADN. Como puede
observarse en la Figura 27 A, el pdes ADN sufre un cambio en su movilidad en contacto con
una concentracion 21 nM de h-DesR (calle 1). A medida que se va incrementando la cantidad
de h-DesR, el retardo en la movilidad se hace mas notorio y ante la mayor concentracién de h-
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Fig. 27. h-DesR se une especificamente al promotor del gen des. (A) Un fragmento de ADN de 367
pb conteniendo al promotor del gen des (pdes-ADN) fue marcado con *P y utilizado a una
concentracién de 1.7 nM en Jas reacciones de unién con b-DesR. Las distintas concentraciones de h-
DesR utilizadas para las reacciones de unidn se indican arriba de cada calle. (B) Ensayo de competencia
especifica utilizando **P pdes-ADN 1.7 nM, h-DesR 336 nM y distintas cantidades de pdes-ADN no
marcado. La calle 1 presenta los distintos complejos formados en ausencia de pdes-ADN frio. Las calles
2 a 4 muestran la disociacién del complejo P pdes-ADN/h-DesR ante el agregado de cantidades
crecientes de pdes-ADN no marcado. La calle 5 contiene solamente P pdes-ADN.

DesR ensayada (336 nM), mas de un 90% del fragmento de 367 bp se encuentra acomplejado
por la proteina (Fig. 27 A, calle 5). Se puede apreciar la presencia de dos bandas con distinta
movilidad sugiriendo la existencia de dos complejos posibles h-DesR/pdes ADN, uno formado
a un bajo cociente proteina/ADN y otro, de menor movilidad favorecido por una mayor
concentracién de proteina, El agregado de pdes ADN no radioactivo en un exceso de 3 veces
disminuye apreciablemente la formacién del complejo marcado con ADN-P (Fig. 27 B, calle
2), un exceso de 15 veces del competidor especifico anula la formacién del complejo
radioactivo (Fig. 27 B, calle 3). Asimismo se determindé que h-DesR es incapaz de unirse al
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promotor del operén repAB del plasmido pLS1 (del Solar y col., 1990, datos no mostrados). El
conjunto de estos resultados nos permite concluir que h-DesR se une a la zona promotora del

gen des de manera especifica.

h-DesR protege segmentos de ADN localizados —28 a —77 nucle6tidos con respecto al inicio
de la transcripcion. '

Con el fin de determinar la secuencia del pdes ADN reconocida por el regulador de respuesta
DesR, se llevaron a cabo experimentos de protecciéon a la degradacién por DNasa I con
fragmentos de ADN marcado con *P conteniendo el promotor del gen des (ver Materiales y
Meétodos). El resultado de estos experimentos demuestra que la unién de h-DesR a la zona
promotora del gen des resulta en una proteccion de la secuencia de ADN que se extiende del
nucledtido —28 al —77 con respecto al inicio de la transcripcidn (Fig. 28). Ademas de los sitios
protegidos de la degradacion por DNasa I, se evidencian varios sitios de hipersensibilidad a la
misma, tales sitios sugieren la existencia de deformaciones locales producto posible de una
torsién de la doble hélice de ADN ejercida por la unién de h-DesR. El tratamiento con DNasa I
del complejo ADN/h-DesR revela 5 regiones protegidas en ambas hebras las cuales se
encuentran desplazadas unas de otras hacia el extremo 3 'de la hebra codificante. En el centro de
la regién protegida se pueden observar dos secuencias invertidas repetidas 5°-TCAT-3’
separadas por 9 nuclebtidos y cuyo eje de simetria diddica se¢ encuentra justo en el centro de la
region protegida. La presencia y ubicacién de esta simetrfa diddica junto con la observacién de
dos complejos pdes ADN/h-DesR (Fig. 27) sugiere la unién de mas de un monémero de DesR a
cada lado del centro de simetria diddica presente en el promotor del gen des.

DesK activa y desactiva a DesR en funcién de la temperatura de crecimiento.

Ha sido previamente reportado que la sobreexpresion de reguladores de respuesta en
ausencia de su respectiva quinasa puede llevar a la expresién constitutiva del(los)
gene(s) reconocidos por tal regulador (Powell y Kado, 1990). Esto sugiere que altas
concentraciones del regulador de respuesta no fosforilado pueden producir la unién del
mismo in vivo al promotor blanco y por lo tanto estimular la transcripcion de forma
constitutiva. Si asi fuera el caso para el par DesK/DesR en B. subtilis, podriamos
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entonces construir una cepa con expresién constitutiva del gen des para poder asi

posteriormente estudiar en mas detalle en primer lugar la naturaleza de la

codificante nocodificante
' h-DesR
+AGCT
8 9101112

7

-84 =35 =23

1

. 2 4 2 J 4 5
TGCCGCACGAGACATGACARATGHICATATAG C:‘AGG CATGATGTGTGCTACTACAAARGACTT

ACGGC G%‘ QQ_'I_‘Q‘% ?C:‘\:TIFLCTGTTTAC%%TATATCCTCCGT?C_I ACACAC GI-TLT GATGTTTTCTGAA
s - " i ] ‘ - . 3 * . 1 -

e

Fig. 28. Ensayo de proteccién a la degradacién por DNasa I del promotor del gen des. Un fragmento
de ADN de 178 pb que contiene el promotor des fue marcado con *P en cada hebra y posteriormente
sometido a degradacion por la DNasa I en presencia (+) o ausencia (-} de h-DesR. Las reacciones de
secuencia sobre la hebra codificante (calles 3 a 6) y Ja no-codificante {calles 9 a 12) def mismo
fragmento de ADN permiten identificar las regiones protegidas en ambos (corchetes numerados). La
region de 17 pb que presenta simetria diddica se encuentra sefialada por la caja y el centro de simetria
por un punto negro. Las regiones invertidas repetidas estdn marcadas con lineas de puntos. Las flechas
marcan las regiones de hipersensibilidad a la DNasa .
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interaccion entre el regulador de respuesta y su histidin quinasa y en segundo lugar el efecto de
Ia expresion constitutiva del gen des a 37°C en la fisiologia de B. subtilis. Para determinar
entonces st un exceso de DesR, en ausencia de DesK, puede activar la transcripcion del gen des
construimos dos cepas derivadas de la cepa silvestre JH642, ambas deskK’, denominadas
AKP2152 y AKP2(), expresando en trans el gen desR bajo el promotor inducible por xilosa pxil
o bajo el promotor pXnr', respectivamente (ver Materiales y Métodos). Sobre estas cepas y sobre
la cepa salvaje se realizaron ensayos de inmunodeteccion de DesR por “Western-blot”. Los
intentos de detectar DesR con extractos totales de células lisadas tomadas de cultivos creciendo
a 25 y 37°C han sido infructuosos (Fig. 29 A, calles 1 y 2), sugiriendo entonces que los niveles
de esta proteina a ambas temperatura son muy bajos. Sin embargo se puede observar que la cepa
AKP2152 contiene niveles significativos de DesR si al medio de cultivo se lo suplementa con
xilosa 0.8% (Fig. 29 A, calle 5). Puede apreciarse que, a pesar de que la cepa AKP2152
sobreproduce DesR, el gen des continua reprimido (Fig. 25 B, panel IT) sugiriendo entonces que
su promotor depende de la forma fosforilada de DesR para ser activado. En el caso de la cepa
AKP2( el andlisis por Western Blot revela que posee niveles de DesR cinco veces mayores que
los de la cepa AKP2152 (Fig 29 B, calle 6). Asimismo, esta cepa es capaz de expresar la fusion
pdes-lacZ a 37°C (Fig. 29 C). Este experimento demuestra que altas concentraciones de DesR
“omiten” el requerimiento de DesK para la induccidén del gen des. Este resultado concuerda
entonces con otros trabajos donde se ha demostrado que reguladores de respuesta defosforilados
pueden activar a sus promotores blanco si se encuentran en cantidad suficiente dentro de la
célula. Sin embargo, en directo contraste con esta hipotesis, hemos encontrado que si a la cepa
AKP20 se le introduce en trans ¢! operén desKR, bajo influencia dei promotor pxil (generando
la cepa AKP2047, ver Materiales y Métodos), Ia expresion del gen des vuelve a ser inducible
por las bajas temperaturas (Fig. 29 C). Este efecto no puede ser atribuido a un descenso en los
niveles de la proteina DesR ya que como puede verse en la fig. 29 C (calles 4 y 5), los mismos
son similares a los de la cepa AKP20. Es decir que la restitucién de desK restablece el fenotipo
silvestre en la cepa que sobreexpresa desR. Este resultado podria explicarse de la siguiente
manera: a igualdad de niveles de DesR entre ambas cepas, lo més probable seria que la
restitucién de DesK convierta a DesR en su estado inactivo, es decir, segin el paradigma de los
sistemas de dos componentes, al estado defosforilado. Dado que en la cepa AKP20 los niveles
de DesR son 5 veces mayores que en la cepa AKP2152, DesR se encontraria activo en la
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primera cepa, y no en la segunda, debido a que es fosforilado de manera inespecifica por una
segunda actividad quinasa independientemente de la temperatura. Esta quinasa putativa tendria

A B
wt 2152 wt 2152 2047 20
°C+37 25 25 = + «xilosa + - 4 —  «axilosa
123 45 1 2 3 4 5 6
C
37°C 25°C

wt AKP20

Fig. 29. La sobreproduccién de DesR, en ausencia de DesK, lleva a la expresion constitutiva de des.
{A) Western-biot seguido de inmunodeteccién de DesR en las cepas salvaje y AKP2152. Células de la
cepa JH642 fueron cultivadas a 37°C hasta mitad de fase logaritmica (calle 1) y luego transferidas a
25°C. Las mismas fueron colectadas a los 30 (calle 2) o 180 min (calle 3) de incubacién a 25°C antes de
ser procesadas. Células de la cepa AKP2152 (2152) fueron cultivadas en presencia (calle 5) o en
ausencia (calle 4) de xilosa 0.8 % a 37°C hasta mitad de fase logaritmica y luego transferidas a 25°C por
2 hs antes de su procesamiento. Los extractos proteicos totales fueron preparados segiin se describe en
Materiales y Métodos. (B) Western-blot seguide de inmunodeteccion de DesR en las cepas salvaje (wt),
AKP20 (20), AKP2047 (2047) y AKP2152 (2152). En todos los casos 1a células de las distintas cepas
fueron cultivadas a 37°C hasta mitad de fase logaritmica y luego transferidas a 25°C por 2 hs antes de ser
procesadas para la extraccion de proteinas totales. Los cultivos de las cepas AKP2152 y AKP2147
fueron suplementados (+) o no (=) con xilosa 0.8 %. (C) Expresion de la fusién pdes-lacZ en las cepas
AKP3, AKP206 y AKP2047. Las distintas cepas sefialadas fueron sembradas en medio LB con X-Gal 30
pg/ml, suplementado (cuarto sombreado) o no con xilosa 0.8% conc. final. Las cajas de Petri fueron
incubadas 12 hs a 37°C 0 5 hs a 37°C y Juego 36 hs a 25°C antes de ser fotografiadas.
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entonces una muy baja afinidad por DesR y por lo tanto requeriria de altas concentraciones del
mismo para poder fosforilarlo. Todo esto sugiere que DesK se encuentra a 37°C en un
estadocon actividad predominantemente fosfatasa y que cuando la temperatura del cultivo
desciende se comporta

como una quinasa de DesR, resultando en la activacién del regulador tramscripcional y

estimulando por consiguiente la transcripcién de des sblo a bajas temperaturas.

Los AGIs regulan la expresién del gen des.

Hasta aqui hemos descripto experimentos que permiten explicar el “encendido por bajas
temperaturas del gen des”. Hemos caracterizado genética y molecularmente los componentes
responsables de tal induccidn, pero también hemos visto que la misma es de cardcter transitorio
(Fig. 14A, Capitulo II). Tanto de los resultados obtenidos en el andlisis de los niveles en estado
estacionario del des ARNm (ver Capitulo IT), como de aguellos obtenidos por medio de fusiones
transcripcionales pdes-lacZ (ver Capitulo I), se puede inferir, apoyados también por evidencias
previas (Grau y de Mendoza, 1993; Fuico, 1967), que el gen des sufre al caer la temperatura del
cultivo, una rédpida activacién transcripcional seguida de una inactivacién de la transcripcion
luego de aproximadamente 30 minutos del descenso de la temperatura. Para investigar el
mecanismo por el cual la transcripcién del gen des se inhibe luiego de una incubacidn
prolongada a bajas temperaturas se realizaron los siguientes experimentos. Dado de que desK y
desR son necesarios para la induccién de des a bajas temperaturas, es razonable postular que
una represion de los mismos podria resultar en la inactivacién transcripcional del gen des. Para
probar esta hipétesis se extrajo ARN total de cultivos de la cepa silvestre de B. subtilis crecidos
hasta mitad de fase logaritmica a 37°C y luego transferidos a 25°C por distintos tiempos. El
analisis por “Northern-blot” demostrd que los genes desK y desR son transcriptos como una sola
unidad transcripcional (datos no mostrados) a ambas temperaturas (Fig. 30). Dado que los
niveles del ARNm de desKR se mantienen pasadas las 3 horas de la caida de la temperatura del
cultivo podemos suponer que el apagado del gen des no se debe a un cese de la transcripeion del
operén desKR. Por lo tanto el caracter transitorio de la induccion del gen des podria deberse a
una interrupcion en el sistema de deteccién y transduccién de la sefial que representa la caida de
la temperatura. Dado que ha sido reportado que los AGls constituyen moléculas sefiales que
median una amplia gama de procesos celulares (Dowhan, 1997), incluida la expresion génica
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(Choi y col., 1996; Hoppe y col., 200) podemos pensar entonces que en el caso de B. subtilis los
AGIs generados a bajas temperaturas podrian actuar como reguladores negativos de la

37*c 25°C

1 2 3

yocFG ARNm —

Figura 30. El operon desKR se transcribe de manera constitutiva a 37 y 25°C, Analisis por Northern-
blot del transcripto de los genes desK y desR. Células de 1a cepa salvaje TH642 fueron cultivadas a 37°C
hasta mitad de fase logaritmica (calle 1) y luego transferidas a 25°C. Las mismas fueron colectadas a los
30 (calle 2) o 180 min (calle 3) de incubacién a 25°C antes de ser procesadas para la extraccion de ARN

totales. Cada calle contiene 15 ug de ARN. El tamafio del iinico transcripto observado fue comparado
con marcadores de peso molecular de ARN (datos no mostrados). Estos resultados fueron obtenidos en
colaboracién con A. Erazo (2001)

transduccién de sefales que lleva a la expresion del gen des. Para probar esta hipbtesis

construimos una mutante nula del gen des insertando en el mismo un cassetie de kanamicina en
la cepa AKP3, la cual posee una fusién ectépica pdes-lacZ (ver Materiales y Métodos). Esta
nueva cepa, denominada AKP4, permite entonces monitorear la expresion del gen des midiendo
los niveles de actividad B-galactosidasa en ausencia de la sintesis de AGIs. Determinamos
entonces los niveles de actividad B-galactosidasa en las cepas AKP3 (des’) y AKP4 (des") ante
una caida de la temperatura del cultivo. En la Figura 31 vemos que mientras los niveles de
actividad B-galactosidasa de la cepa AKP3 comienzan a descender pasadas las 5 hs a 25°C , la
actividad p-galactosidasa de la cepa AKP4 continda aumentando en el mismo periodo de
tiempo llegando a valores casi 10 veces mayores que los existentes en la cepa AKP3 al cabo de
8 horas de crecimiento a 25°C. Este experimento demuestra que en ausencia de sintesis de AGIs
Ia induccion por frio de la transcripcién del gen des deja de ser tramsitoria. Seguidamente
estudiamos si el agregado de AGIs exdgenos afecta la induccién por frio del gen des. En la
figura 32 se puede observar el efecto del agregado de distintos 4cidos grasos a cultivos de la
cepa AKP4 sobre la transcripcién del gen des. Para este experimento los cultivos de AKP4
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fueron crecidos hasta mitad de fase logarftmica a 37°C, suplementados con distintos écidos
grasos a diferentes concentraciones, y luego transferidos a 25°C por 4 horas para luego ser
recogidos y procesados para la determinacion de los niveles de actividad B-galactosidasa. Como
puede observarse en la Fig. 32 los valores de actividad P-galactosidasa disminuyen

760

-8~ RAKP3

500 ~-B~ AKP4

300

Actividad f-galactosidasa
{Unidades Miller)

100 A

0 2 4 6 8 10
tiempo (ha)

Fig. 31. La tramscripcién del gen des es constitutiva en ausencia de AGIs. El perfil de actividad
transcripcional del gen des en las cepas des” y des™ ante una caida de la temperatura fue determinado
creciendo las cepas AKP3 (circulos) y AKP4 (cuadrados) a 37°C hasta una ODspsu,=0.35 (tiempo = 0) y
luego transfiriendo los cultivos a 25°C. Alicuotas de los mismos fueron tomadas a los tiempos indicados
y procesadas para la determinacion de su actividad p-galactosidasa.

significativamente con el agregado de AGIs y no de AGSs. Experimentos control revelaron que
los AGIs no afectan la expresion de fusiones transcripcionales al gen lacZ a promotores de otros
genes involucrados en el metabolismo de los lipidos de B. subtilis (datos no mostrados). Se
puede observar también que la inhibicién de la transcripcion es directamente proporcional a la
concentracién del AGI empleado y que el mayor grado inhibitorio lo alcanza el 4cido C 16:1
AS. A concentraciones de 0.5 pM este 4cido graso inhibe en un 75% la transcripcion de la
fusion pdes-lacZ. Es importante destacar que los 4cidos grasos AS-monoinsaturados son los
encontrados naturalmente en B. subtilis. '
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Fig. 32, Los AGIs reprimen 1a transcripcién del gen des.. Células de la cepa AKP4 fueron cultivadas

a 37°C hasta mitad de fase logaritmica y luego distintos acidos grasos fueron agregados a los medios de
cultivo a 3 conceniraciones distintas. Posteriormente los cultivos fueron transferidos a 25°C por 4 horas

y luego procesados para la determinacion de su actividad B-galactosidasa.
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DISCUSION

El “encendido” del gen des.

Tanto las células procariotas como las eucariotas exhiben una respuesta adaptativa al frio. Esta
respuesta se traduce en la regulacion de varios genes con la posterior induccién de la sintesis de
un amplio rango de distintas actividades enzimdticas para las cuales aiin no se ha encontrado
una clara conectividad funcional. La identificacién de sistemas sensores de la temperatura y
reguladores de la expresiébn de genes inducibles por frio es un paso esencial para el
entendimiento en su conjunto de la respuesta y adaptacion al “shock” frio. Sin embargo, hasta
ahora, los mecanismos moleculares de la percepcién de la temperatura han sido escasamente
elucidados. La evidencia experimental presentada a lo largo de este trabajo demuestra que a
diferencia de otros organismos poiquilotermos tales como cianobacterias (Sakamoto y Bryant,
1997) y plantas (Los y Murata, 1998), B. subtilis posee una tinica actividad desaturasa la cual
estd codificada por un {nico gen cuya expresion es estrictamente controlada a nivel
transcripcional por la temperatura. Esto hace que la sintesis de AGls en B. subtilis sea un
modelo extremadamente atractivo en su simpleza para el estudio de la percepcidén y la
transduccion de la temperatura como sefial biolégica.

Hemos podido identificar un par de proteinas reguladoras pertenecientes a los sistemas de dos
componentes, DesK y DesR, capaces de reconocer la temperatura como sefial y determinar la
regulacién del gen de la desaturasa de B. subtilis. A pesar de que los sistemas de dos
componentes han sido sefialados como reguladores de un gran niimero de respuestas adaptativas
ante distintos cambios (Dutta y col., 1999; Hoch, 2000), estos nunca fueron mencionados como
participes de la respuesta al frio. Los resultados aqui presentados demuestran en primera
instancia que desK y desR son necesarios para la transcripcién de des. Confirmando este
resultado, hemos demostrado que la proteina DesR se une de manera especifica al promotor del
gen des y hemos determinado la regién en que lo hace. En esta regién se encuentra un elemento
de simetria diAdica con dos regiones invertidas repetidas 5°-TCAT-3" que sugiere la union en
forma simétrica de mas de un monémero de DesR. Es interesante sefialar que experimentos
realizados recientemente en nuestro laboratorio por L. Cybulski demuestran que la integridad de

este eilemento de simetria es esencial para la expresion del gen des.
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" A diferencia de lo que se conoce de la respuesta al estrés por calor, no se ha reportado factor

transcripcional alguno directamente involucrado en Ia respuesta al frio (Phadtare y col, 2000).
De acuerdo a esto DesR serfa el primer regulador tramscripcional identificado que esta
directamente involucrado en la induccion de un gen de respuesta al frio.
Dado que DesK es esencial para la expresion del gen des y que su presencia es necesaria para
abolir [a expresién a 37°C de des generada por un exceso de DesR a 37°C, es licito sugerir que
DesK actuaria activando a DesR a bajas temperaturas y desactivindolo a altas temperaturas.
Dado que la gran cantidad de evidencias acumuladas hasta el presente indican que la forma
activa de los reguladores de respuesta perteneciente a los sistemas reguladores de dos
componentes es la forma fosforilada (Hoch, 2000), podemos sugerir que DesK posee una
actividad fosfatasa sobre DesR a 37°C produciendo su inactivacion. Por otro lado, ante una
disminucién de la temperatura DesK pasaria a un estado “quinasa dominante” que resultaria en
la fosforilacién de DesR con la consiguiente activacién transcripcional de des. Esta hipbtesis
implica que DesK tendria actividades quinasa y fosfatasa. Esta caracteristica ya ha sido
reportada para distintos componentes sensores de sistemas de dos componentes tales como
OmpR/EnvZ y CpxR/CpxA de E.coli, PhoP/PhoR de B. subtiliy y PhoP/PhoQ de Salmonella
(Duttay col., 1999).

El “apaga_do” del gen des.

En este trabajo de Tesis se demuestra que la actividad transcripcional del promotor des es
inhibida por AGIs sintetizados endogenamente o agregados al medio de cultivo (Figs. 31 y 32).
Resultados similares ya fueron reportados para el caso del gen ole-1 que codifica para la A9-
desaturasa de Saccharomyces cerevisieae (Choi y col., 1999; Hoppe y col., 2000}. Nuestros
datos son consistentes con dos posibles modelos que explicarian el control de la expresion de
des por los AGIs. En un caso, los AGIs podrian inhibir la funcién de DesR, posiblemente a
través de una uni6n directa al regulador promoviendo su disociacién del promotor del gen des.
Este tipo de regulacién por modulacion de la capacidad de unién al ADN blanco ha sido
descripto para el represor transcripcional BmR31 de B. megaterium, donde la unién del mismo
es prevenida por los AGIs (Palmer y col., 1998). En un segundo modelo, la represion podria ser
mediada por inhibicion de la actividad histidin-quinasa de DesK en presencia de AGIs.
Respecto al primer modelo podemos mencionar que mediante experimentos de retardo en geles

87

&



RESULTADOS Y DISCUSION

no hemos podido observar un desplazamiento de tipo especifico de la unién h-DesR/pdesADN
en presencia de AGIs (datos no mostrados). Por otro lado, hemos visto que los AGIs no
reprimen la transcripcién de des cuando desR es sobreeexpresado en ausencia de DesK
(resultados no mostrados). Si bien estos datos favorecerfan el postulado del segundo modelo, no
podemos descartar la posibilidad de que la represién mediada por AGIs necesite de algin factor,
todavia no identificado, que pudiera desplazar a DesR-P de su unién al ADN.

En sintesis, el conjunto de resultados descripto en esta Tesis permite proponer un modelo
tentativo para el fenémeno de regulacion de la sintesis de AGI por la temperatura en B. subtilis
(Figura 33). Es asi que proponemos que DesK puede asumir, en funcién de la temperatura
ambiente, dos estados enzimiticos alternativos frente a DesR. A altas temperaturas de
crecimiento DesK presentaria un estado “fosfatasa dominante”, mientras que ante un descenso
de la temperatura DesK asumiria un estado “quinasa dominante”. El perfil de hidrofobicidad de
la secuencia aminoacidica deducida de DesK indica que esta proteina posee cuatro dominios
transmembrana. Uno o mis de estos dominios, inmersos en ¢l entorno lipidico de fa membrana
celular, podrian sufrir cambios conformacionales ante variaciones de la temperatura que
favorezcan alternativamente la actividad quinasa o fosfatasa de DesK. La naturaleza de estos
cambios conformacionales estarfa gobernada por los cambios en el estado fisico de los lipidos
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de la membrana celular. Esta ampliamente documentado que a temperaturas Optimas de
crecimiento, las membranas biolégicas se encuentran en un estado liquido-cristalino y sufren un
cambio hacia el estado similar a un gel si la temperatura ambiente disminuye (Cronan y Rock,
1996; Vigh y col., 1998). Por lo tanto el cambio de un estado fluido (desordenado) a un estado
no-fluido (rigido, ordenado) de los lipidos de membrana podria estimular la actividad
autoquinasa de DesK la cual resultaria en la autofosforilacién del residuo conservado de
histidina (His-188) presente en el dominio transmisor de la sefial. E1 grupo fosfato de la His-188
podria entonces ser transmitido a DesR lo que resultaria en el pasaje del regulador a una
conformacién activa. DesR-P se uniria entonces al promotor del gen des estimulando su
actividad. La sintesis del ARNm des da lugar a la sintesis de 1a enzima AS-desaturasa, la cual
introduce un doble enlace en la posicion A5 de los restos acilos de los lipidos de membrana en
una reaccién O, dependiente. Esta ruta metab6lica presente a bajas temperaturas produce AGIs,
los cuales actiian como sefiales reguladoras negativas que favorecerian la defosforilaciéon de
DesR-P o desplazarian a DesR-P de su sitio operador y conducirfan a la inhibicion del gen des
en ultimo termind.
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1- A partir de una biblioteca genémica de B. subtilis se complementaron cepas de E. coli
auxotrofas para los AGIs. La secuencia de ADN de B. subtilis correspondiente a dichas
complementaciones revelé un marco abierto de lectura cuya secuencia aminoacidica
presenta caracteristicas comunes a las de desaturasas de plantas y cianobacterias. El gen
identificado, el cual fue denominado des, codifica para una tinica actividad desaturasa en B.
subtilis.

2- Se determiné que el producto del gen des presenta actividad A5 desaturasa. Tambicn se
obtuvieron evidencias experimentales que sugieren que la AS desaturasa es una acil lipido
desaturasa.

3- La actividad A5 desaturasa no es esencial para ¢l crecimiento a 20°C en B. subtilis.

4- El gen des se encuentra estrictamente regulado por la temperatura de crecimiento

5- Los productos de los genes desK y desR, los cuales codifican para las proteinas DesK y
DesR, pertenecientes a las familia de los sistemas reguladores de dos componentes, son
esenciales para Ia regulacién transcripcional por temperatura del gen des.

6- DesR se une de manera especifica al promotor del gen de la desaturasa en la regién —28 a
—77 respecto al sitio de iniciacién de la transcripcién.

7- DesK seria una enzima bifuncional regulada por la temperatura cuyo substrato seria el
regulador transcripcional DesR. A 37°C se encontraria en un estado “fosfatasa dominante”
mientras que ante un descenso de la temperatura cambiaria hacia un estado “quinasa
dominante”. Esto resultaria en la fosforilacién o defosforilacion de DesR en funcién de la
temperatura.

8- Los AGIs constituyen una sefial regulatoria negativa de la transcripcién inducida por frio
del gen des. |

9- Se postula a DesK como una proteina sensora de la cuya actividad serfa regulada por el
estado fisico de los lipidos de la membrana celular.
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RESUMEN

En este trabajo de Tesis se ha identificado y caracterizado un conjunto de genes que
pertenece a un circuito regulatorio involucrado en la percepcion y respuesta al frio en la
bacteria Gram positiva B. subtilis. Para comenzar a elucidar las bases moleculares de la
percepeion de la temperatura en bacterias se identifico el gen gue codifica para la actividad
desaturasa frio inducible de B. subtilis. El estudio de este gen, denominado des, revelé que
es monocistrénico y que B. subtilis posee una Unica actividad desaturasa, del tipo A5 acil
lipido desaturasa. Se determiné que la expresion de des s¢ encuentra estrictamente regulada
por 1a temperatura de crecimiento. A 37°C su transcripeién se encuentra reprimida mientras
que al descender la temperatura ambiente se induce su transcripcién de manera transitoria.
A diferencia de la mayoria de los genes descriptos como frio-inducibles en bacterias, el gen
des no es regulado a través de la estabilidad de su ARNm. La regulacion del gen des por
temperatura es de cardcter exclusivamente transcripcional. En la bisqueda de genes
involucrados en Ia regulacién del gen des, se identificé un operén, denominado deskR,
cuyos dos genes, desK y desR, resultaron ser esenciales para la induccién por frio del gen
des. Este oper6n codifica para protefnas con homologia a las de los sistemas reguladores de
dos componentes. DesR, es una proteina soluble que se une especificamente al promotor
del gen des. DesK presenta homologia con histidin quinasas de membrana y la evidencia
experimental recogida permite postular que presenta actividades fosfatasa y quinasa sobre
DesR en funcién de la temperatura ambiente. Finalmente, se determind que: los AGIs
constituyen una sefial negativa en la induccién por frio del gen des. Por lo tanto un circuito
regulatorio formado por las proteinas DesK y DesR y los AGIs constituye un nuevo

mecanismo de control de la expresién génica a bajas temperaturas.

94



REFERENCIAS



REFERENCIAS

REFERENCIAS

Aguilar, P.S., Cronan, J.E., Jr. and de Mendoza, D. (1998) “A Bacillus subtilis gene
induced by cold shock encodes a membrane phospholipid desaturase. J. Bacteriol.
180(8), 2194-2200

Aguilar, P.S., Lopez, P. and de Mendoza, D. (1999). “T ranscriptional contro! of the
jow-temperature inducible des gene encoding the A5 desaturase of Bacillus subtilis”. J.
Bacteriol., 181(22), 7028-7033.

Aguilar, P.S., Hernandez-Arriaga, AM., Cybulsky, L.E., Erazo, A.C. and de
Mendoza, D. (2001) Molecular basis of thermosensing: a two component transduction
thermometer in Bacillus subtilis. EMBO J. 20 (7). 1-11.

Alekshun, M.N. and Levy, S.B. (2000) Bacterial drug resistance: Response to survival
threats. pp 323-366. In “Bacterial Stress Responses” Storz, G. and Hengge-Aronis, R.
(eds). ASM Press, Washington, D.C.

Altschul, S. F., W. Gish, W. Miller, E. W. Myers, and D. J. Lipman. (1990) Basic
local alignment search tool. J. Mol. Biol. 215: 403-410.

Altschul, S. F., L. M. Madden, A. A. Schaffer, J. Zhang, , Z. Zhang, W. Miller, and
D. J. Lipman. (1997) Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein
database search programs. Nucleic Acid Res. 25: 3389-3402.

Appleby, J.L., Parkinson, J.S. and Bourret, R.B. (1996) Signal transduction via the
multi-step phosphorelay: not necessarily a road less traveled. Cell, 86: 845-848.

Ausubel F. M., Brent R., R. E. Kingston , D.D. Moore , J. G. Seidman, J. A. Smiith,
K. Struhl. (1987). Current protocols in Molecular Biology. J. Wiley and Sons. N.Y.

Bae, W., Jones, P.G. and Inouye, M. (1997) CspA, the major cold shock protein of
Escherichia coli, negatively regulates its own gene expression. J. Bacteriol 179:7081-
7088.

Bayles, D.O., Annous, B.A. and Wilkinson, B.J. (1996) Cold stress proteins induced
in Listeria monocytogenes in response to temperature downshock and grwth at low
temperatures. Appl. Env. Microbiol. 62:1116-1119.

Bligh, E.G. and Dyer, W. J. (1959) Can. J. Biochem. Physiol. 31:911.

Bradford, M. (1976) A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein dye binding. Anal.Biochem. 72:
248-254.

Brock, T.D., Madigan, M.T., Martinko, J.M. y Parker, J. (1997) Biologia de los
- microorganismos, Cap. 13. Prentice Hall Iberia, Madrid.

Bron, S (1990) Plamids. pp 75-138. In C. R. Harwood and SM Cutting (ed.) Molecular
Biological methods for Bacillus . John Wiley and Sons, New York.

96



REFERENCIAS

Cahoon, E. B., Mills, L. A. and Shanklin, J. (1996) Modification of the fatty acid
composition of Escherichia coli by coexpression of a plant acyl-acyl carrier protein
desaturase and ferredoxin. J. Bacteriol. 178: 936-939,

Carratu, L., Franceschelli, S., Pardini, C.L., Kobayashi, G.S., Horvath, L., Vigh, L.
and Maresca, B. (1996) Membrane lipid perturbation modifies the set point of the
temperature of heat shock response in yeast. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93:3870-3875.

Chang, C., Kwok, S.F. Blecker, A.B. and Meyerhowitz, E.M. (1993) Arabidopsis
ethylene-response gene ETRI: similarity of product to two-component regulators.
Science, 262, 539-544.

Chapot-Chartier, M.P., Schouler, P.C., Lepeule, A.S., Gripon, J.C. and Chopin,
M.C. (1997) Characterization of ¢cspB, a cold-shock inducible gene from Lactobacillus
lactis and evidence for a family of genes homologous to the Escherichia coli cspA major
cold-shock gene. J. Bacteriol. 179:5589-5593.

Choi, LY., Stukey, J., Hwang, S.Y. and Martin, C.E. (1996) Regulatory elements
that control transcription activation and unsaturated fatty acid-mediated repression of
the Saccharomyces cerevisiae OLE] gene J. Biol. Chem., 271, 3581-3589.

Clark, D.P., de Mendoza, D., Polacco, M. and Cronan, J.E.Jr. B-hydroxidecanoyl
thioster dehydrase does not catalyze a rate- limiting step in Escherichia coli unsaturated
fatty acid synthesis. Biochemistry 22 (1983) 5897-5902.

Cossins, A, R. (1994) pp.63-76. Homeoviscous adaptation of biological membranes and
its functional significance. In Cossins, A. R. (ed), Temperature adaptation of Biological
membranes. Portland, London, UK,

Cossins, A. R. and Bowler, K. (1987) Temperature biology of animals. Chapman &
Hall, London.

* Cronan, J. E. and Rock, C.0 (1996) Biosynthesis of membrane lipids pp 612-636 In
F. C Neidhart et al. (ed) Escherichia coli and Salmonella: Cellular and Molecular
Biology, 2nd ed., Vol. 1. American Society for Microbiology, Washington, DC.

Csonka, L.N. and Epstein, W. (1996) Osmoregulation, pp 1210-1223. In F. C
Neidhart et al. (ed) Escherichia coli and Salmonella: Cellular and Molecular Biology,
2nd ed., Vol. 1. American Society for Microbiology, Washington, DC.

Dartois, V., Djavakhishvili, T. and Hoch, J. A. (1996) Identification of a membrane
protein involved in activation of the KinB pathway to sporulation in Bacillus subtilis. 1.
Bacteriol. 178, 1178-1186.

Dartois, V., Débarbouillé, M., Kunst, F. and Rapoport, G. (1998) Characterization

of a novel member of the DegS-DegU regulon affected by salt stress in Bacillus subtilis.
J. Bacteriol. 180, 1855-1861.

97



REFERENCIAS

de Mendoza, D. and Cronan, J.E., Jr. (1983) Thermal regulation of membrane lipid
fluidity in bacteria. Trends Biochem. Sci. 86 49-52.

de Mendoza, D., Klages-Ulrich, A. and Cronan, J. E. Jr. (1983) Thermal regulation
of membrane fluidiy in Escherichia coli. Effects of overproduction of B-keto-acyl-acyl-
carrier protein synthase 1. J. Biol. Chem 258:2098-2101.

de Mendoza, D., Schujman, G. and Aguilar,P.S. (2001) Biosynthesis and function of
membrane lipids, in “Bacillus subtilis and its relatives: from genes to cells™. J. A. Hoch,
R. Losick and A. Soneneshein (Eds). American Society for Microbiology, en prensa.

del Solar, G.H., Pérez-Martin, J. and Espinosa, M. (1990) Plasmid pLS1-encoded
RepA protein regulates transcription from repAB promoter by binding to a DNA
sequence containing a 13-base pair symmetric element. J. Biol. Chem., 265, 12569-
12575.

Drider D., J. M, Santos, C. M. Arraiano and P. Lépez. RNA processing is involved in the
post-transcriptional control of the cifQRP operon from Lactococcus lactis biovar diacetylactis.
Mol. Gen. Genet. 258:9-15.

Dowhan, W. (1997). Molecular basis for membrane phospholipid diversity: why are there so
many kpids?. Annu. Rev. Biochem., 66:199-232.

Dubnau, D., and R. Davidoff-Abelson. (1971) Fate of transforming DNA following
uptake by competent Bacillus subtilis. 1. Formation and propetties of the donor-
recipient complex. J. Mol. Biol. 56: 209-221.

Dutta, R., Qin, L. and Inouye, M. (1999) Histidine kinases: diversity of domain
organisation. Mol. Microbiol., 34, 633-640

Erazo, A. C. (2001) Trabajo de Tesina de la Carrera de Licenciatura en Biotecnologia,
Facultad. de Ciencias. Bioquimicas. y Farmacéuticas. Universidad Nacional de Rosario.

Fabret, C., Feher, V.A. and Hoch, J.A. (1999) Two-component signal transduction in
Bacillus subtilis: How one organism sees its world. J. Bacteriol. 181 (7), 197 5-1983.

Falcone, D. L, Gibson, S, Lemieux, B and Somerville, C. (1994) Identification of a
gene that complements an Arabidopsis mutant deficient in chloroplast omega 6
desaturase activity. Plant Physiol. 106: 1453-1459

Fang, L., Jiang, W., Weonhye, B. and Inouye, M. (1997) Promoter-independient
cold-shock induction of cspA and its derepression at 37°Cby mRNA stabilization. Mol
Microbiol. 23, 355-364. .

Finkel, S.E., Zinser, E.R. and Kolter, R. (2000) Long-term survival and evolution in
the stationary phase. pp 231-238. In “Bacterial Stress Responses” Storz, G. and Hengge-
Aronis, R. (eds). ASM Press, Washington, D.C.

Foster, J.W. (2000) Microbial responses to acid stress. Pp 99-115. In “Bacterial Stress
Responses” Storz, G. and Hengge-Aronis, R. (eds). ASM Press, Washington, D.C.

98



REFERENCTAS

Fujii, D. K. and Fulco, A.J. (1977) Biosynthesis of unsaturated fatty acid in bacilli :
hyperinduction and modulation of desaturase synthesis. J. Biol. Chem. 252:3660-3670.

Fulco A.J. (1967) The effect of temperature on the formation of delta 5-unsaturated
fatty acids by bacilli. Biochim. Biophys. Acta 144:701-703

Fulco, A. J. (1972) The biosynthesis of unsaturated fatty acids by Bacilli: IV.
Temperature-mediated control mechanisms. J. Biol. Chem 247: 3511-3519. '

Fuleo, A.J. (1983) Fatty acid metabolism in bacteria. Progr. Lipid Res. 22: 133-160.

Gibson, S., Arordel, V., Iba, K . and Somerville, C. (1994) Cloning of a temperature-
regulated geme encoding a chloroplast -3 destaturase from Arabidopsis thaliana.
Plant. Physiol. 106:1615-1621.

Gonzalez-Pastor, J. E., San Millan, J. L., Angeles Castilla, M., and Moreno, F.
(1995) Structure and organization of plasmid genes required to produce tranlation
inhibitor Microcin C7. J. Bacteriol. 177: 7131-7140.

Grau,R. and de Mendoza, D.. (1993). Regulation of the synthesis of unsaturated fatty
acids in Bacillus subtilis. Mol Microbiol. 8, 535-542.

Grau, R. , D. Gardiol, D., Glikin, G. and de Mendoza, D. (1994) DNA supercoiling
and thermal regulation of unsaturated fatty acid synthesis in Bacillus subtilis. Mol.
Microbiol. 11: 933-941.

Graumann, P., Schroder, K., Schmid, R. and Marahiel, M. A. (1996) Cold-shock
stress-induced proteins in Bacillus subtilis. J. Bacteriol. 178, 4611-4619.

Graumman, P. and Marahiel, M. (1996) Some like it cold: response of
microorganisms to cold shock. Arch. Microbiol. 166: 293-300,

Graumann, P., Wndrich, M.H.W., Weber, K, Schroder, K. and Marahiel, M. A.
(1997) A family of cold shock proteins in Bacillus subtilis is essential for cellular
growth and for efficient protein synthesis at optimal and low temperatures. Mol
Microbiol. 25:741-756.

Graumann, P. L. and Marahiel, M. A, 1998. A superfamily of proteins that contain the cold-
shock domain. Trends. Biochem. Sci. 23:286-290.

Gross, C. A (1996) Function and regulation of the heat shock proteins, p.206-216. In F.
C Neidhart et al. (ed) Escherichia coli and Salmonella: Cellular and Molecular Biology,
2nd ed., Vol. 1. American Society for Microbiology, Wsahington, DC.

Grossman, A.D. (1995) Genetic networks controlling the initiation of sporulation and
the development of genetic competence in Bacillus subtilis. Annu. Rev. Genet. 29, 477-
508.



REFERENCIAS

Guerout-Fleury A.M., Shazand K., Frandsen N. and Stragier P. (1995) Antibiotic-
resistance cassettes for Bacillus subtilis. Gene, 29: 335-336

Harvey, D. J. (1982) Picolinyl esters as derivatives for the structural determination of
long chain branched and unsaturated fatty acids. Biomed. Mass Spectrometry, 9: 33- 38.

Hecker M, and Volker U.(1998) Non-specific, general and multiple stress resistance of
growth-restricted Bacillus subtilis cells by the expression of the sigmaB regulon. Mol
Microbiol. 29: 1129-1136.

Henner, D. J. 1990. Inducible expression of regulatory genes in Bacillus subtilis. Methods
Enzymol. 185:223-228.

Hengge-Aronis, R (1993) Survival of hunger and stress-the role of rpoS in early
stationary phase gene regulation in E. coli. Cell 72:165-168.

Hengge-Aronis, R (2000) The general stress response in Escherichia coli. pp 161-178.
In “Bacterial Stress Responses” Storz, G. and Hengge-Aronis, R. (eds). ASM Press,
Washington, D.C.

Hitz, W. D., Carison, T. J., Booth, J. R.Jr., Kinney, A. J., Stecca, K. L. and Yadav,
N. S. (1994) Cloning of a higher-plant plastid omega-6 fatty acid desaturase cDNA and
its expression in a cyanobacteria. Plant Physiol. 105, 635-641

Hoch, J. A. (1991) Genetic analysis in Bacillus subtilis. Methods Enzymol. 204:305-
320

Hoch, J. A. (2000) Two-component and phosphorelay signal transduction. Curr. Opin.
Microbiol. 3, 165-170

Hoppe, T. Matuschewsky, K., Rape, M., Schlenker, S., Ulrich, H. D., and Jentsch, S.
(2000) Activation of a membrane-bound transcription factor by regulated
ubiquitin/proteasome-dependent processing. Cell, 102: 577-586.

Huey, R.B. and Bennet, A.F. (1990) Physiological adjustments to fluctuating thermal
enviroments: an ecological and evolutionary perspective. In Stress Proteins in Biology
and Medicine. Morimoto, Tissiéres and Georgopoulos (eds.). Cold Spring Harbour
Laboratory Press, pp. 37-59.

Hurme, R., Berndt, K. D., Normark, S. J. and Rhen, M. 1997. A proteinaceous gene
regulatory thermometer in Salmonella. Cell 90:55-64.

Isberg, R.R. (2000) Identification and analysis of proteins expressed by bacterial
pathogens in response to host tissues. pp 289-303. In “Bacterial Stress Responses™
Storz, G. and Hengge-Aronis, R. (eds). ASM Press, Washington, D.C.

Jiang, W., Jones, P. G. and Inouye, M. (1993). Chloramphenicol induces the

transcription of the major cold shock gene of Escherichia coli, cspA. J. Bacteriol.
175:5824-5828.

100



REFERENCIAS

Jiang, W., Hou, Y and Inouye, M. (1997) CspA, the major cold-shock protein of
Escherichia coli, is an RNA chaperone. J. Biol. Chem. 272:196-202.

Jones, P. G., Van Bogelen, R.A. and Neihdart, F.C. (1987) Induction of proteins in
response to low temperatures in Escherichia coli. J. Bacteriol. 169: 2092-2095.

Jones, P.G. and Inouye, M (1994) The cold-shock response-a hot topic. Mol.
Microbiol, 11:818-818.

Kakimoto, T. (1996) CKI1, a histidine kinase homolog implicated in cytokinin signal
transduction. Science, 274, 982-985.

Kaneda T. (1991) Iso- and anteiso- fatty acids in bacteria : biosynthesis, function and
taxonomic significance. Microbiol. Rev. 55:288-302

Kiages-Ulrich, A.; de Meadoza, D.; Garwin, J.L. and Cronan, J.E.Jr. (1983)
Genetic and biochemical analysis of Escherichia coli mutants altered in the regulation
of membrape lipid composition by temperature. J. Bacteriol. 154: 221-230.

Klein W.; Weber, M. H.W. and Marakiel, M. A. (1999) Cold shock response of
Bacillus subtilis: Isoleucine-dependent switch in the fatty acid branching pattern for
membrane adaptation to low temperatures. J. Bacteriol. 181: 5341-5349.

Kyte, J. and Doolittle, R.F. (1982) A simple method for displaying the hidrophathic
character of a protein. J. Mol. Biol. 157: 105-132.

Levy, 8.B. (1998) Multidrug resistance- a sign of the times. N. Engl. J. Med. 338: 1376-
1378.

Lizardi, P. Binding and recovery of DNA and RNA using S & S NA 45 DEAE
membrane. Application Update, Schleicher & Schuell

Lépez de Felipe F., C. Magni, D. de Mendoza and, P. Lépez. Citrate utilization gene
cluster of the Lactococcus lactis biovar diacetylactis: organization and regulation of
expression. 1995. Mol. Gen. Genet. 246:590-599

Los D. A, M. K. Ray and N. Murata. 1997. Differences in the control of the

temperature-dependent expression of four genes for desaturases in Symechocystis sp.
PCC 6803. Mol. Microbiol. 25:1167-1175.

Los DA and Murata N (1998) Structure and expression of fatty acid desaturases.
Biochim Biophys Acta., 1394, 3-15

Lowell, B.B. and Spiegelman, B.M. (2000) Towards a molecular understanding of
adaptive thermogenesis. Nature, 404: 652-660.

Lowry, O., Rosenbrough, N., Farr, A. and R. Randall. (1951) Protein measurement
with the Folin phenol reagent. J. Biol. Chem. 193: 265-275.

101



REFERENCIAS

Maeda, T., Wurgler-Murphy, S.M. and Saito, H. (1994) A two—component system
that regulates an osmosensing MAP kinase cascade in yeast. Nature, 369, 242-245.

McElhanéy, R. N. (1982) Effects of membrane lipids on transport and enzymatic
activities. Curr. Top. Membr. Transp. 17:317-380.

Miller, J. H. (1972). Experiments in molecular genetics. Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.

Mitta, M., Fang, L. And Inouye, M. (1997) Deletion analysis of cspA of Escherichia
coli: requeriment for the AT-rich UP element for cspA transcription, and the downstram
box in the coding region for its cold-shock induction. Mol. Microbiol. 26:321-335.

Murata, N. and Wada, H. (1995) Acyl-lipid desaturases and their importance in the
tolerance and acclimation to cold of cyanobacteria Biochem. J. 308:1-8

Nicholson, W. L. and Setlow, P. (1990) Sporulation, Germination and Outgrowth.
Molecular Biological Methods for Bacillus. Harwood, G. R. and Cutting, S. M. (editors)
NYC.

Nishida, I. and Murata, N. (1996) Chilling sensitivity in plants and cyanobacteria: the
crucial contribution of membrane lipids. Annu Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 47:
541-568.

Padan, E. and Krulwich, T.A. (2000) Sodium stress. Pp 117-130. “Bacterial Stress
Responses” Storz, G. and Hengge-Aronis, R. (eds). ASM Press, Washington, D.C.

Palmer, C.N.A., Axen, E. and Wolf, C. R. (1998)The repressor protein, Bm3R1, mediates an
adaptive response to toxic fatty acids in Bacillus megaterium. J. Biol. Chem., 273, 18109-
18116.

Patschkowski, T., Bates, D.M. and Kiley, P.J. (2000) Mechanisms for sensing and
responding to oxygen deprivation. pp 61-79. In “Bacterial Stress Responses™ Storz, G.
and Hengge-Aronis, R. (eds). ASM Press, Washington, D.C.

Perego, M. (1983) Integrational vectors for genetic manipulation in Bacillus subtilis. In AL.
Sonenshein, J. A. Hoch and R. Losick (ed), Bacillus subtilis and other gram-positive bacteria:
biochemistry, physiology, and molecular genetics. American Society for Microbiology,
Washington D.C., pp.615-625

Phadtare, S., Yamanaka, K. And Inouye, M. (2000) The cold shock response. Pp 33-
45. In “Bacterial Stress Responses” Storz, G. and Hengge-Aronis, R. (eds). ASM Press,

Washington, D.C.
Powell, B.S. and Kado, C.I. (1990) Specific binding of VirG to the vir box requires a

C-terminal domain and exhibits a minimum concentration threshold. Mol Microbiol. 12,
2159-2166.

102



REFERENCIAS

Price, C.W. (2000) Protective function and regulation of the general stress response in
Bacillus subtilis and related Gram-positive bacteria. pp 179-197. In “Bacterial Stress
Responses” Storz, G. and Hengge-Aronis, R. (eds). ASM Press, Washington, D.C.

Raivio, T. and Silhavy, T.J. (2000) Sensing and responding to envelope stress. pp 19-
32, In “Bacterial Stress Responses™ Storz, G. and Hengge-Aronis, R. (eds). ASM Press,
Washington, D.C.

Raya, R., J. Bardowski, P. S. Andersen, S. D. Ehrlich, and A. Chopin. 1998,
Multiple transcriptional control of the Lactococcus lactis trp operon. J. Bacteriol. 180:
3174-3180. _

Robinson J. R., S. M. Klein, and R. D. Sagers. (1973). Glycine metabolism. Lipoic
acid as the prosthetic group in the electron transfer protein P2 from Peplococcus
glycinophilus. J. Biol. Chem. 248: 5319-5323.

Sakamoto, 'T., Wada, H., Nishida, Y., Ohmori, M. and Murata, N. (1994}
Identification and conserved domains in the delta 12 desaturases of cyanobacteria. Plant
Mol. Biol. 24, 643-650.

Sakamoto, T. and Bryant, D. A. (1997) Temperature-regulated mRNA accumulation
and stabilization for fatty acid desaturase genes in the cyanobacterium Synechococcus
sp. strain PCC 7002. Mol. Microbiol. 23: 1281-1292

Sambrook, J.; E.F. Fritsch, and T. Maniatis (1989) Molecular cloning a laboratory
manual, 2nd de. Cold Spring Harbor Laboratory, cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor, N. Y.

Sanger, F., S. Nicklen, and A. R. Coulson. (1977). DNA sequencing with chain-
terminating inhibitors. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74: 5463-5467.

Schultz, D. J., Cahoon, E. B., Shanklin, J., Craig, R., Cox-Foster, D. L., Mumma,
R. O. and Medford, J. I (1996) Expression of A® 14:0-acyl carrier protein fatty acid
desaturase gene is necessary for the production of o anacardic found in pest-resistant
geranium (Pelargonium xhortorum). Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 8771-8775.

Sekiguchi, J., N. Takada, and H. Okada. (1975) Genes affecting the productivity of
a-amylase in Bacillus subtilis Marburg. J. Bateriol. 121: 688-694

Shanklin, J., Whittle, E. and Fox, B.G. (1994) Eight histidine residues are catalitically
essential in a membrane-associated iron enzyme, stearoyl-CoA desaturase, and are
conserved in alkane hydroxylase and xylene monooxygenase. Biochemistry 33: 12787-
12794.

Spizizen, J. (1958) Transformation of biochemically deficient strains of Bacillus
subtilis by deoxyribonucleate. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 44, 1072-1078.

Storz, G. and Hengge-Aronis, R. (2000) pp xiii-xv In “Bacteriai Stress Responses”
Storz, G. and Hengge-Aronis, R. (eds). ASM Press, Washington, D.C.

103



REFERENCIAS

Storz, G. and Zheng, M. (2000) Oxidative stress. pp 47-59 In “Bacterial Stress
Responses” Storz, G. and Hengge-Aronis, R. (eds). ASM Press, Washington, D.C.

Stragier, P. And Losick, R. (1996) Molecular genetics of sporulation in Bacilus
subtilis. Annu. Rev. Genet., 30: 297-341.

Suzuki L, Los, D.A., Kanesaki, Y., Mikami, K. and Murata, N. (2000) The pathway
for perception and transduction of low-temperature signals in Symechocystis.
EMBO J. 19: 1327-1334.

Tasaka, Y., Gombos, Z., Nishiyama, Y., Mohanty, P., Ohba, T, Ohki, K. and
Murata, N. (1996) Targeted mutagenesis of acyl-lipid desaturases in Synechocystis:
evidence for the important roles of polyunsaturated membrane lipids in growth,
respiration and photosynthesis. EMBO Journal 15, 6416-6425.

Thieringer, H. A., Jones, P. G. and Inouye, M. 1998. Cold shock and adaptation.
Bioessays 20:49-57.

Thompson, J. D., Higgins, D. G. and Gibson, T. J. (1994) CLUSTAL W: improving
the sensitivity of progressive multiple sequence alignment through sequence weighting,
positions-specific gap penalties and weight matrix choice. Nucleic Acids Res. 22: 4673-
4680.

Tiku, P.E., Gracey, A.Y., Macartney, A.L, Beynon, R.J. and Cossins, AR, (1996)
Cold-induced expression of  A9-desaturase in carp by transcriptional and
postranslational mechanism. Science, 271:815-818.

Ullrich M., Penaloza-Vazquez A., Bailey A.M. and Bender, C.L. (1995) A modified
two-component regulatory system is involved in temperature-dependent biosynthesis of
the Pseudomonas syringae phytotoxin coronatine. J Bacteriol. 177: 6160-6169.

VanBogelen, R. A. and F. C. Neidhardt. 1990. Ribosomes as sensors of heat and cold
shock in Escherichia coli. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:5589-5593.

Viale, A. M., Arakaki, A. K., Soncini, F. C. and Ferréyra, R. G. (1994) Evolutionary
relationships among eubacterial groups as inferred from GroEL (chaperonin) sequence
comparisons. Int. J. Syst. Bacteriol. 44, 527-533.

Vigh, L., Los, D.A., Horvath, 1. and Murata, N. (1993) The primary signal in the
biological perception of temperature: Pd-catalyzed hydrogenation of membrane lipids
stimulated the expression of the desd gene of Synechocystis PCC6803. Proc. Natl
Acad. Sci. USA, 90:9090-9094.

Wada, H., Gombos, Z. And Murata, N, (1990) Enhancement of chilling tolerance of a
cyanobacterium by genetic manipulation of fatty acid desaturation. Nature, 347:200-
203.

Walker, G.C. (1996) The SOS response of Esceherichia coli, pp 1400-1416. In F. C

Neidhart et al. (ed) Escherichia coli and Salmonella: Cellular and Molecular Biology,
2nd ed., Vol. 1. American Society for Microbiology, Wsahington, DC.

104



REFERENCIAS

Wang, W. and D. H. Bechhofer. 1996. Properties of a Bacillus subtilis polynucleotide
phosphorylase deletion strain. J. Bacteriol. 178:2375-2382.

Willimsky, G., Bang, H., Fischer, G. and Marahiel, M.A. (1992) Characterization of
¢spB, a Bacillus subtilis inducible clod-shock gene affecting cell viability at low
temperatures. J. Bacteriol. 174:6326-6335.

Yamamoto, K., Shibahara, A., Nakayama, T. and Kajimoto, G. (1991)
Determination of doubile-bond positions in methylene-interrupted dienoic fatty acids by
GC-MS as their dimethyl disulfide adducts. Chem. and Phys. of Lipids 60: 39-50
Yamamoto, K. (1999). The 10® International Conference on Bacillus. Baveno, Italy.

Yamansaka, K., L. Fang and M. Inouye, 1998. The CspA family in Escherichia coli:
multiple gene duplication for stress adaptation. Mol. Microbiol. 27:247-255.

Yura, T., Kanemori, M and Morita. (2000) The heat shock response: regulation and

function. pp 3-18. In “Bacterial Stress Responses™ Storz, G. and Hengge-Aronis, R.
(eds). ASM Press, Washington, D.C.

105



