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ABREVIATURAS
AA: aminoacido(s).
Ap: casete de resistencia a ampicilina.
ACP: proteina transportadora de acilos.
ADN: &cido dexosirribonucleico.
ADNCc: ADN complementario.
AG: &cido(s) graso(s).
AGI: acido(s) graso(s) insaturado(s).
AGPI: acido(s) graso(s) poliinsaturado(s).
AGR: &cido(s) graso(s) ramificado(s).
AGS: acido(s) graso(s) saturado(s).
ARN: &cido ribonucleico.
ARNmM: &cido ribonucleico mensajero.
ARNIr: &cido ribonucleico ribosomal.
ATB: antibiotico(s).
°C: grados centigrados.
Cm: casete de resistencia a cloranfenicol.
Da: Dalton.
DMDS: Dimetil disulfuro.
DO: densidad oOptica.
Er: casete de resistencia a eritromicina.
Fd: ferredoxina.
FL: fosfolipido(s).
FId: flavodoxina(s).
GC-MS: cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas.
h: hora(s).
IPTG: Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido.
Kan: casete de resistencia a kanamicina.
kV: kilovoltio(S).
LB: medio Luria-Bertani.
Ln: casete de resistencia a lincomicina.
MEAG: metil ésteres de acidos grasos.

min: minuto(s).


http://es.wikipedia.org/wiki/Isopropil-%CE%B2-D-1-tiogalactopiran%C3%B3sido

ul: microlitro(s).

ml: mililitro(s).

MLS: macrolidos.

MM: medio minimo.

MM-MIV: medio minimo suplementado con los aminoéacidos metionina, isoleucina y
valina.

mseg: milisegundo(s).

nt: nucleétido(s).

pb: pares de bases.

PBS: solucién reguladora de pH que contiene cloruro sédico, fosfato sodico, cloruro de
potasio y fosfato de potasio.

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa.

rbs: sitio de union del ribosoma.

Rif: Rifampicina.

rpm: revoluciones por minuto.

RT: transcripcion reversa.

seg: segundo(s).

Sp: casete de resistencia a espectinomicina.

TE: solucién tampon 10 mM Tris pH 8, 1 mM EDTA.
TLC: cromatografia en capa delgada.

UM: unidades Miller.

Xil: xilosa.

Uso de palabras en idiomas extranjeros:

de novo: de nuevo, o de cero, o de base. Se utiliza para describir la sintesis de algo

utilizando sus componentes basicos.

in silico: hecho por computadora o por medio de simulacién computacional.
in vitro: realizacién de experimentos fuera del organismo vivo.

in vivo: realizacion de experimentos dentro del organismo vivo.

“Front-end”: tipo de desaturasa que introduce el doble enlace entre uno preexistente y el

extremo carboxilo terminal del sustrato.

Lipid Raft: balsas lipidicas.
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Resumen

RESUMEN

Los &cidos grasos insaturados (AGI) son componentes esenciales de la membrana
celular. Los organismos vivos, en particular los poiquilotermos, responden a una
disminucién en la temperatura aumentando la proporcion de AGI. Este fendmeno ha sido
designado con el nombre de adaptacién homeoviscosa *.

Los AGI son sintetizados por desaturasas, un tipo especial de oxigenasas que
tienen la capacidad de remover dos hidrogenos de una cadena hidrocarbonada,
especialmente de cadenas de acidos grasos (AG), catalizando la formacion de un doble
enlace en el sustrato en forma altamente estéreo-, regio- y quimio- selectiva . Hasta el
momento, no se conocen las bases moleculares que expliquen este grado de sofisticacion
de estas enzimas. La gran mayoria de las desaturasas se encuentran unidas a membrana, lo
que dificulta la obtencion de grandes cantidades en forma activa, y por consiguiente el
entendimiento de las propiedades particulares de su actividad enzimética. El estudio de
desaturasas bacterianas con actividades diferentes, sobre sustratos similares, y estructura
primaria similar presenta una oportunidad Unica para llevar a cabo estudios sobre la
relacion estructura-funcion de estas enzimas.

En bacterias Gram positivas la unica desaturasa de AG caracterizada es la A5
desaturasa de Bacillus subtilis ®. El analisis de la composicion lipidica de cepas de B.
subtilis reveld que esta bacteria sintetiza exclusivamente AGI con el doble enlace en la
posicion 5 y los estudios complementarios realizados revelaron que esta bacteria posee una
Unica acil lipido desaturasa denominada Des que cataliza la introduccion de dobles enlaces
en la posicion 5 con distintos sustratos, no mostrando preferencia por la longitud de cadena
%, Esta desaturasa se induce a bajas temperaturas y su expresion se encuentra regulada por
un sistema de dos componentes, Desk-DesR (Desk/R) *.

Estudios realizados por Fulco ° demostraron que algunas especies de bacilos
sintetizaban AGI con el doble enlace en la posicion 5, mientras que en otras se encontré un
espectro de isomeros de dobles enlaces centrados alrededor de la posicién 9 y sobre AG de
distinta longitud de cadena®. En Bacillus licheniformis 9259 se observaron tanto AGI en la
posicion 5 como en la posicion 10, y se propuso que al menos dos desaturasas distintas
estaban involucradas ’. Otros grupos observaron que Bacillus cereus sintetiza AGI A5, A10
y A5,10 8. Esta diversidad de actividades hacen del género Bacillus una fuente natural de
desaturasas que podria ser utilizada para comprender los mecanismos moleculares que

gobiernan la especificidad de sustrato. Ademas, la gran cantidad y diversidad de AGI
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sintetizados por estos organismos los convierten en excelentes modelos para comprender la

funcionalidad de las desaturasas y estudiar los mecanismos que regulan su expresion.

Los resultados presentados en este Trabajo de Tesis permitieron contribuir al
conocimiento de la funcién y regulacion de las desaturasas de B. cereus ATCC 14579 y B.
licheniformis ATCC 14580.

Se comprobd que B. licheniformis posee una Unica acil lipido desaturasa, DesL que
tiene actividad AS5. Cuando cultivos de esta bacteria se transfieren de 37°C a 25°C la
cantidad de AGI aumenta 2 veces, de 3% a 6%, lo cual sugiri6 que la expresion o actividad
de esta enzima se encuentra regulada por la temperatura de crecimiento. Posteriormente se
pudo demostrar que la expresion del gen desL se encuentra regulada por un mecanismo
similar al descripto previamente en nuestro laboratorio para B. subtilis, en el que estaria
involucrado un sistema de dos componentes similar a DesK/R.

Se determin0d que B. cereus posee dos desaturasas denominadas DesA y DesB.
Ambas proteinas son acil lipido desaturasas con actividad A5 y Al0, respectivamente.
Estas dos enzimas son las responsables de sintetizar la gran cantidad de AGI que produce
B. cereus tanto a 37°C (27%) como a 25°C (45%). Este aumento en la sintesis de AGI al
disminuir la temperatura de crecimiento se deberia a un incremento en la expresion del gen
desA y a un aumento en la actividad de DesB, ya que el gen desB se expresaria de manera
constitutiva.

Estudios fisioldgicos realizados con mutantes obtenidas en el gen desA, mostraron
que esta desaturasa no es esencial para el crecimiento bacteriano en ninguna condicion
ensayada. Por otro lado la ausencia de DesB inhibe completamente el crecimiento de B.
cereus en medio minimo (MM). Este defecto no pudo ser corregido por el agregado de
AGI exdgenos en este medio debido a que el suplemento en este medio fue insuficiente
para corregir la deficiencia de AGI o a los efectos liticos que produce el agregado externo
de los mismos al medio de cultivo. La recuperacion del crecimiento se logro luego del
agregado de aminoacidos (AA) precursores de acidos grasos ramificados (AGR) al medio
de cultivo, o de AA no precursores mas AGI exdgenos. Esto estaria sugiriendo que es
necesaria una combinacién de AGR y AGI que provean fluidez a la membrana para
permitir el crecimiento. En este sentido se pudo determinar que el agregado de precursores
de los AGR, en particular la isoleucina, rescata el crecimiento en forma parcial. Los AGR
presentan bajos puntos de fusién al igual que los AGI y permiten fluidificar la membrana
en ausencia de los mismos. Esta la primera vez que se describe la esencialidad de una

desaturasa para el crecimiento bacteriano en estas condiciones.
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Finalmente, todos los resultados obtenidos en esta Tesis han contribuido a la

caracterizacion de desaturasas del género Bacillus con el fin de comenzar a comprender las
bases moleculares que gobiernan el proceso de desaturacion. Ademas la identificacion de
genes homologos a desB, esencial para el crecimiento de B. cereus, en otras especies Gram
positivas, incluyendo otros patdgenos humanos, indica que la informacién sobre esta
proteina descripta en este trabajo podria ser utilizada para el desarrollo de nuevos
compuestos antimicrobianos.
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INTRODUCCION

Durante décadas, las bacterias han sido apreciadas como sistemas modelo para el
estudio de los principios béasicos de la biologia molecular. Gran parte de los conocimientos
sobre replicacion, transcripcion, traduccién y reparacion del ADN en eucariotas, proviene
de analogias con versiones de estos procesos estudiados en bacterias. Pero debido al
pequefio tamafio de estos organismos y la ausencia aparente de organelas rodeadas de
membranas, se ha supuesto por muchos afios que las bacterias son estructuras estaticas y
homogéneas, difiriendo profundamente del desarrollo y organizacion de las células
eucariotas. Es por esto que historicamente, las bacterias no fueron consideradas como
modelos validos para el estudio de la biologia celular eucariota.

Esta perspectiva tradicional cambi6 significativamente en los tltimos afios debido a
los grandes avances en la comprension de la biologia celular bacteriana. El estudio de
diferentes especies ha demostrado que las bacterias son, en realidad, células muy
dinamicas y con un elevado grado de ordenamiento. Las células bacterianas son capaces de
polarizarse, diferenciarse a distintos tipos celulares, y comunicarse con células vecinas
mediante moléculas sefial para coordinar acciones multicelulares °.

Cada celula se encuentra rodeada por una membrana plasmatica formada por una
bicapa lipidica que separa el citoplasma del medio extracelular. Esta estructura
supramolecular, ademas de actuar como una barrera de contencién, le da forma a la célula,
y la relaciona con el medio extracelular contribuyendo a la homeostasis celular. La
principal caracteristica de esta barrera es su permeabilidad selectiva, lo que
permite mantener una composicion citoplasmatica distinta del medio extracelular al regular
el trafico de agua, iones, metabolitos, enzimas, etc.

La funcién de esta estructura se encuentra determinada en gran parte por su
composicion y grado de fluidez, y esto es especialmente importante en procariotas ya que
la fluidez es necesaria para diversas funciones fisiologicas, entre las que se encuentran
quimiotaxis, movilidad, sintesis de ADN, transporte de nutrientes, etc.

Como componentes hidrofobicos claves de los lipidos de membrana, los AG
cumplen un rol central en la formacion y las propiedades de las membranas bioldgicas,
ademas de participar en el metabolismo energético y en la transduccion de sefiales.
Asimismo, los AG o sus derivados estan involucrados en una gran variedad de procesos
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celulares que incluyen exportacion *°, activacion, inactivacion ** y modificacion de

proteinas *%; biogénesis de organelas en organismos eucariotas **, control y regulacién de la
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transcripcion de genes involucrados en el metabolismo lipidico ** y en la diferenciacion

celular *°. Al ser biomoléculas tan importantes, es de esperar que las células desarrollen
mecanismos que aseguren su disponibilidad, tanto a nivel de la incorporacion como de la
biosintesis, con el fin de adaptarse a cambios en el crecimiento y demanda energética. Esto
es especialmente critico en el caso de bacterias de vida libre, como las bacterias del género
Bacillus y muchas otras que habitan en el suelo, debido a los cambios constantes en su

entorno ambiental.

1 — Las membranas biol6gicas: estructura y funcion.

La caracteristica arquitectonica central de las membranas bioldgicas es una doble
capa lipidica que rodea el citoplasma celular y constituye una barrera fisica al paso de
moléculas polares e iones. Esta bicapa permite la regulacion del intercambio de diferentes
sustancias con el medio extracelular. Los lipidos que la componen son anfipaticos: un
extremo de la molécula es hidrofobico y el otro hidrofilico, y son justamente las
interacciones de sus regiones hidrofébicas e hidrofilicas entre si, y de las regiones
hidrofilicas con el agua, las que dirigen su empaquetamiento hacia la formacién de bicapas
membranosas. Otro componente esencial de las membranas biologicas son las proteinas,
las cuales se encuentran embebidas en la bicapa lipidica.

En 1972 Singer y Nicolson ** postularon un modelo molecular para explicar la
estructura de las membranas celulares. Ellos formularon el llamado “modelo de mosaico
fluido”. Seglin el mismo, la bicapa lipidica constituye un fluido bidimensional, un mosaico
heterogéneo de moléculas de fosfolipidos (FL) y proteinas que tienen libertad de
movimiento rotacional y lateral, y una distribucion al azar en la membrana. Actualmente se
sabe que la libertad de movimiento de las proteinas y los lipidos no es irrestricta, por lo
cual se han postulado algunas modificaciones al modelo de Singer y Nicolson,
principalmente a partir del descubrimiento de los “lipids rafts”, o en espafiol, balsas
lipidicas. Las balsas lipidicas son pequefios dominios de membrana (tienen unos pocos
micrémetros cuadrados) heterogéneos, altamente dinamicos, ricos en esfingolipidos y
colesterol, que suelen compartamentalizar procesos celulares *’. Las especies lipidicas de
estos microdominios se encuentran mas ordenadas que las que se hallan a su alrededor
debido a la forma molecular, la distribucion asimétrica y las propiedades fisicas que

18

poseen, las cuales favorecen dicho empaguetamiento Por lo tanto, la evidencia

experimental actual indica que las membranas biol6gicas estan formadas por un mosaico
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complejo de bicapa lipidica fluida (segin el modelo de Singer y Nicolson) y de

microdominios transitorios o balsas lipidicas, en el cual las proteinas pueden difundir pero

con ciertas restricciones.

1.1 — Fluidez de las membranas y adaptacion a bajas temperaturas.

La fluidez de las membranas se origina en las cadenas individuales de
hidrocarburos de los AG de la bicapa. El grado de fluidez es sumamente importante para el
correcto funcionamiento de la membrana y depende de la composicion lipidica de la bicapa
y de la temperatura medioambiental. Cambios en el orden de 1 °C pueden llevar a
variaciones en la velocidad de reacciones biolégicas del 10% *°, y fluctuaciones mayores
en la temperatura pueden abolir procesos metabolicos llevando a una rapida muerte celular.

A temperaturas fisiologicas los FL de membrana se encuentran en un estado
liquido-cristalino y la bicapa lipidica tiene la fluidez adecuada para una funcion celular
normal. Sin embargo, cuando la temperatura ambiental desciende, el estado fisico de los
FL sufre un cambio reversible pasando del estado liquido-cristalino al estado de gel. Este
cambio inducido por la temperatura se conoce como transicion de fase. Como
consecuencia, la membrana plasmatica se torna rigida y su funcionalidad se ve
comprometida. Sin embargo, todos los organismos poiquilotermos y los organismos
superiores poseen mecanismos para poder modificar la composicion de lipidos de las
membranas en respuesta a los cambios de temperatura, de modo de mantener la fluidez
apropiada para el correcto funcionamiento celular. Este fendmeno se conoce como
adaptacion homeoviscosa * y ha sido ampliamente caracterizado. Las bacterias, las cuales
carecen de colesterol, responden a una disminucion en la temperatura medioambiental, y
por ende en la fluidez de la membrana, generando cambios en los AG que forman los FL
de sus membranas, de modo de disminuir la temperatura de transicion de la fase gel a la
liquido-cristalina. Estos cambios pueden ser: la disminucion de la longitud de las cadenas
de acilo, la ramificacion de las cadenas hidrocarbonadas con grupos metilos para dar AGR
o la introduccion de dobles enlaces en las cadenas hidrocarbonadas de los AG, generando
AGI. Los dos primeros mecanismos se producen durante la sintesis de novo de AG,
mientras que el tercer sistema puede darse a nivel biosintético o por la modificacién de las
cadenas hidrocarbonadas de AG previamente sintetizados, lo cual depende de la via de

produccién de AGI que el organismo posea.



Introduccion

La disminucidn de la longitud de las cadenas hidrocarbonadas como mecanismo de

adaptacion a las bajas temperaturas, no ha sido estudiado en detalle hasta el momento; s6lo
se ha descrito en unos pocos organismos como Micrococcus cryophilus 2° y Listeria

monocytogenes 2.

1.2 — Sintesis de acidos grasos.

En la naturaleza se encuentran dos tipos de sintetasas de AG (FAS), clasificadas de
acuerdo a su estructura molecular. En las de tipo I, los sitios activos que catalizan el ciclo
biosintético se encuentran en distintos dominios de proteinas multifuncionales grandes.
Todos los dominios pueden estar en una proteina Unica, como ocurre en mamiferos y
micobacterias, o divididos entre dos proteinas que interacttian, como sucede en hongos. En
las FAS de tipo Il en cambio, cada actividad enzimatica se encuentra en una proteina
monofuncional distinta. Este tipo de sintetasas se encuentra en bacterias y plantas. Al ser
un proceso esencial para la vida, la inhibicion selectiva y regulada de la sintesis de AG
tiene efectos beneficiosos para la salud humana. El estudio de la sintesis de AG en
bacterias se ha realizado principalmente en Escherichia coli, y las enzimas descriptas en

esta via estan altamente conservadas en la mayoria de las bacterias .

oH g
1
NADP* CH3-(CH2),-CH-CH,- C-S-ACP
B-hydroxy-acyl-ACP H,0
NADPH FabG FabZ/A
(C4-C7)B-ketoacyl-ACP 9 ?I) CH3—(CH,),~CH=CH-C-S-ACP
CH3- (CH2),-C-CHzC-S-ACP trans-2-enoyl-ACP
p-ketoacyl-ACP
HCO.- NADH
3 Fabl/K/L/IV
FabF/B
? .
CH3 (CH;),— CH,—CHzC-S-ACP NAD
Initiation — Malonyl-ACP
Module acyl-ACP
Acyltransfer
module

Figura 1. Ciclo de elongacién en la biosintesis de AG en E. coli. Las enzimas del ciclo de
elongacion trabajan en conjunto para recibir el B-cetoacil-ACP y el malonil-ACP del ciclo de
iniciacion y extender el AG en dos carbonos. La B -cetoacil-ACP reductasa (FabG) estaria presente
en todas las bacterias. FabZ es una dehidrasa universal. FabA siempre esta presente junto a FabB y
también participa de la sintesis de AGI. Existen multiples isoformas de la enoil-ACP reductasa
(Fabl/K/L/V) y algunos organismos expresan mas de una isoforma. FabF es la enzima condensante.
é\ FabB siempre se la encuentra con FabA y también participa de la sintesis de AGI. Adaptado de
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Las enzimas condensantes | (FabB), 1l (FabF) y 11l (FabH, iniciadora) catalizan la

condensacion de malonil-ACP ya sea con el acetil-CoA o con la cadena creciente del acil-
ACP para formar el -cetoacil-ACP, el cual es luego reducido a 3-hidroxiacil-ACP (FabG).
Este es luego deshidratado a 2-enoil-ACP (FabA y FabZ dehidrasas) y reducido
nuevamente (Fabl) para dar un acil-ACP con dos carbonos mas que al inicio del ciclo
(Figura 1). El proceso se alimenta con malonil-CoA, que es sintetizado a partir de acetil-
CoA vy bicarbonato, y posteriormente transesterificado a ACP. FabH cataliza la reaccién
inicial del ciclo; en cambio FabB y FabF, elongan AGS con una longitud de cadena de
cuatro o mas carbonos. La iniciacion provee el sustrato para los ciclos de elongacion y es

la estructura de ese sustrato la que determina si el AG sintetizado sera lineal o ramificado
23

1.2.1 — Sintesis de acidos grasos ramificados.

Muchos organismos Gram+, incluyendo bacilos, estafilococos y estreptomices
sintetizan una gran variedad de AGR. En algunas especies son incluso los lipidos
mayoritarios. Los puntos de fusion de los AG anteiso son significativamente menores que
los de la serie iso, los cuales, a su vez, son menores que los de los AG lineales de igual
longitud. Por esta razon, en las especies que producen AG ramificados, una de las
respuestas al estrés por frio es el aumento pronunciado de la proporcion de los AG anteiso
en sus lipidos de membrana, al mismo tiempo que se produce una disminucion de los AG
ramificados de la serie iso.

Algunos organismos poseen enzimas condensantes que utilizan preferentemente los
acil-CoA de cadena ramificada isovaleril-CoA, isobutiril-CoA y 2-metilbutiril-CoA como
sustratos, en lugar de acetil-CoA,; los cuales al ingresar en el ciclo biosintético de AG dan
origen a los AGR metil-iso (poseen un grupo metilo en el penaltimo carbono de la cadena
de acilo) y metil-anteiso (poseen un grupo metilo en el antepenultimo carbono de la cadena
de acilo).

Los precursores de los AGR son los AA con cadenas laterales ramificadas valina,
leucina e isoleucina que por desaminacion producen los cetoacidos que se indican en la
Figura 2 . Luego, una decarboxilasa genera los acil-CoA ramificados de cadena corta que
posteriormente seran utilizados como sustratos por la enzima condensante iniciadora

FabHA/B durante la fase de iniciacion de la sintesis de AG (Figura 2) Z.
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Figura 2. Inicio de la sintesis de AGR en B. subtilis. Los AA ramificados isoleucina, leucina y
valina son convertidos a su correspondiente a-ceto-acido por una transaminasa (BCAT), y luego
decarboxilados por el complejo a-ceto-acido deshidrogenasa (Bkd) para producir el precursor acil-
CoA ramificado. Los ésteres de CoA ramificados son utilizados entonces, por FabHA/B como
moléculas iniciadoras durante la primera reaccion de condensacién con malonil-CoA para dar,
luego de la fase de elongacion, los AGR correspondientes. Los respectivos AG obtenidos luego de
la fase de elongacidn se indican al final de cada via.

Se ha sugerido que la disminucion de la relacion iso/anteiso, observada al disminuir
la temperatura medioambiental, podria deberse a una regulacién por temperatura de la
especificidad de sustrato de las enzimas condensantes del inicio del ciclo biosintético de
AG, o bien a cambios en la cantidad de los sustratos disponibles para las enzimas
iniciadoras al disminuir la temperatura 2°. Sin embargo, éste mecanismo de control no ha

sido profundizado.

1.2.2 — Sintesis de acidos grasos insaturados.

Uno de los cambios mas importantes, observados en la composicidon lipidica de los
organismos poiquilotermos como respuesta al frio es la variacion del grado de insaturacion
de los AG de los FL de membrana. A medida que la temperatura medioambiental decrece,
la proporcién de los AGI en los lipidos de membrana aumenta.

Los AGI

predominantemente en la configuracion cis. Estos dobles enlaces producen un quiebre en

poseen uno o mas dobles enlaces, los cuales se encuentran

la estructura lineal de las cadenas hidrocarbonadas, lo cual impide el empaquetamiento
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ordenado de los AG en las bicapas membranosas. Por lo tanto, disminuyen la temperatura

de transicion de la fase gel a la liquido-cristalina, aumentando la fluidez de las membranas.

Bloch y colaboradores determinaron que los AGI se sintetizan por dos vias
diferentes; una ocurre en organismos aerobicos y requiere oxigeno molecular, mientras que
la otra via se utiliza en condiciones anaerobias 2",

La via anaerobia se encuentra presente en la mayoria de las bacterias Gram
negativas y ha sido elucidada en detalle en E. coli, en donde se demostro que se necesitan
s6lo dos reacciones bioquimicas para producir AGI %°. La introduccién de un doble enlace
involucra la deshidratacién del intermediario 3-hidroxidecanoil, de la sintesis de AG, para
dar un doble enlace cis-3 que se conservara en los siguientes pasos de adicién de dos
4tomos de carbono para generar los AGI de la membrana lipidica *. El doble enlace es
introducido por una 2,3-dehidrasa especifica (FabA, Figura 3A), la cual introduce un doble
enlace en el C-10 del intermediario B-hidroxi-decanoil-ACP, generando en primer lugar el
isdmero trans-2,3 y a continuacion el cis-3,4-insaturado por isomerizacion. EIl primero de
ellos continua con el ciclo de elongacion dando origen a productos saturados, mientras que
el segundo es sustrato de la enzima p-cetoacil-ACP sintasa | (FabB, Figura 3A)
condensandolo con malonil-CoA. FabB se requiere para elongar el cis-3-decenoil-ACP
producido por FabA y su actividad es el factor principal que regula el contenido de AGI,
ya que la proporcion de AGI esta determinada por la competencia entre el uso del cis-3-
decenoil-ACP por parte de FabB y el uso del trans-2-decenoil-ACP por parte de una enoil
reductasa, Fabl *!. Estas dos proteinas, involucradas en la via de biosintesis de AG tipo I,
dirigen la formacion de los principales AGI hallados en esta bacteria: 16:1 A9 y 18:1 A1l
(cis-vaccénico). Se ha demostrado que la regulacion de la fluidez de membrana en E. coli
estd controlada por la actividad de FabF, la B-cetoacil-ACP sintasa Il, la misma aumenta a
bajas temperaturas llevando a un incremento del cis-vaccénico en los FL de membrana *.
Esta enzima se encuentra presente a todas las temperaturas pero es mas activa a
temperaturas de crecimiento menores *%. El 16:1-ACP no es buen sustrato de FabB y FabF
controla su elongacién a 18:1-ACP. A bajas temperaturas FabF promueve la formacién del
AGI 18:1 All, mientras que a mayores temperaturas la actividad de FabF disminuye
comparada con la de FabB y la sintesis de 18:1 A1l se reduce ****. Sin embargo, la via
descripta en E. coli no se encuentra ampliamente distribuida entre las bacterias que
sintetizan AGI y se ha determinado que solo las alfa y gamma proteobacterias codifican las

enzimas de esta via >>%,
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Figura 3. Biosintesis de AGI en E. coli (A) y S. pneumoniae (B).

Recientemente se ha elucidado otro mecanismo anaerdbico de sintesis de AGI en
Streptococcus pneumoniae, que al igual que otras bacterias Gram positivas, no posee en su
genoma los genes homdlogos a fabA y fabB. S. pneumoniae posee solamente la dehidratasa
FabZ, y al carecer de las enzimas FabA y FabB, debe emplear un mecanismo distinto para
la formacién de AGI. En estos microorganismos se identificO una enzima denominada
FabM (trans-2-cis-3-enoil-ACP isomerasa) la cual cataliza la isomerizacién del
intermediario trans-2,3 a nivel del C-10, generando el cis-3,4 insaturado *’. FabM (Figura
3B) compite por el sustrato con la enzima FabK (enoil-ACP-reductasa) y de esta manera es
capaz de producir la divergencia de la sintesis de AGS a AGI. Ambas reacciones producen
intermediarios que a continuacion son elongados tanto hacia AGS como insaturados por la
Gnica enzima condensante que posee S. pneumoniae, FabF *°. La proporcion de AGI esta
controlada por FabT que es un represor transcripcional que regula la expresion de fabK
pero no la de fabM . FabT reprime la transcripcion de fabK permitiendo que acttie FabM
lo cual conlleva a un aumento en la proporcion de AGI. La relacion de este mecanismo con
la temperatura aun no ha sido completamente dilucidada.

El segundo mecanismo de sintesis de AGI caracterizado es dependiente de oxigeno,
surgié en la evolucion varios billones de afios atrds gracias al advenimiento de un medio
ambiente aerobico y se lo encuentra tanto en cianobacterias, hongos y bacilos, como en

organismos eucariotas superiores. Este sistema utiliza las enzimas llamadas desaturasas, las
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cuales catalizan la introduccion de un doble enlace en una cadena de AG completamente

sintetizada. Esto implica la eliminacion de hidrogenos de los grupos metilenos de las
cadenas de acilo, un proceso que demanda grandes cantidades de energia . Sin embargo,
dado que le permite al organismo modificar rapidamente sus AG preexistentes frente a
cambios abruptos en el medio, ha representado una clara ventaja evolutiva permitiéndoles

adaptarse rapidamente a las nuevas condiciones.

1.3 — Las desaturasas.

Las desaturasas son un tipo especial de oxigenasas que tienen la capacidad de
remover dos hidrégenos de una cadena hidrocarbonada, especialmente de cadenas de AG,
catalizando la formacién de un doble enlace en el sustrato. A diferencia de las oxigenasas
comunes que transfieren el oxigeno al sustrato, las desaturasas usan el oxigeno molecular
activado para eliminar los hidrégenos del sustrato para crear el doble enlace
carbono/carbono y una molécula de agua 2*°*'. Todas estas enzimas poseen hierro no
heminico, utilizan equivalentes de reduccion que obtienen de una cadena de transporte de
electrones y son capaces de introducir dobles enlaces en las cadenas de AG en forma
altamente estereo-, regio- y quimio- selectiva 2. Como se menciond, estan presentes en
diversos organismos incluyendo bacterias, hongos, plantas y animales, y son una de las
principales encargadas del mantenimiento de la estructura y funcién de las membranas
biologicas. Forman parte de un gran grupo de enzimas capaces de activar el oxigeno
molecular y utilizarlo como reactivo para una subsecuente modificacion de enlaces C-H de
sustratos muy diversos *. La reaccién de desaturacion consiste en la remocién de dos
atomos de hidrogeno formando un doble enlace cis en la cadena hidrocarbonada de un AG.
No existe introduccion del oxigeno en el producto, sino que el mismo es reducido

completamente a agua, como puede verse en la Figura 4.

Hq Hg 0

VV\/\)—_W\)\COA
H*. NADH, OZDlFZH
R
NAD?, 2H,0 o
MWCOA

Figura 4. Reaccion de desaturacion (Adaptado de *).
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1.3.1 - Clasificacion de las desaturasas.

Las desaturasas son un grupo complejo de enzimas que pueden clasificarse de
diferentes maneras: dependiendo de su solubilidad, el dador electrénico que utilizan, su
localizacion subcelular, la regioselectividad de la reaccion y el tipo de esterificacion del
AG utilizado como sustrato *.

De acuerdo a su solubilidad, las desaturasas se clasifican en dos grupos no
relacionados evolutivamente: las desaturasas solubles o acil ACP desaturasas (por ejemplo,
la A9 estearoil ACP desaturasa de castor *), y las desaturasas integrales de membrana,
siendo las mas estudiadas la A9 desaturasa, Olel, de levaduras * y la A5 desaturasa, Des,
de B. subtilis **. Se sabe que los AG libres no son desaturados sino que deben estar
esterificados a una proteina transportadora de acilos (ACP), en el caso de las desaturasas
solubles, 0 a la coenzima A (CoA) o a lipidos para el caso de las desaturasas unidas a
membranas.

Las acil-ACP desaturasas son proteinas solubles localizadas en los plastidos de las
plantas. Estas enzimas catalizan la introduccion de dobles enlaces cis en cadenas de acilos
unidas a ACP 2, generalmente en posicién 9 relativo al extremo carboxilo de los AG (A9);
aunque se han descrito actividades A6 y A4. El anélisis de la estructura cristalina de la A9-
18:0-ACP desaturasa de Ricinus comunis (Ricino) demuestra que la misma tiene un centro
activo di-hierro, y que los residuos de AA involucrados en unir el complejo di-hierro
forman dos motivos caracteristicos, D/EXXH, altamente conservados donde se uniria el
sustrato lipidico .

Las desaturasas de membrana estdn mas ampliamente distribuidas en la naturaleza.
Estas proteinas pertenecen a una gran familia de enzimas funcionalmente diversas que
incluyen alcano hidroxilasas, xileno monooxigenasas, caroteno cetolasas y esterol y
esfingolipido hidroxilasas 2. Actualmente se conoce la secuencia nucleotidica de una gran
cantidad de genes, de distintos organismos (cianobacterias, levaduras, hongos, plantas y
animales) que codifican para desaturasas integrales de membrana. La secuencia de AA
deducida que corresponde a estos genes mostro que son proteinas altamente hidrofobicas, y
que ninguna de ellas posee el motivo consenso que une hierro encontrado en las
desaturasas solubles. En base a las diferencias en la especificidad de sustrato, estas
enzimas fueron subdivididas en dos grupos: acil-CoA desaturasas Yy acil-lipido desaturasas

2. Ambos tipos de desaturasas presentan una estructura cuaternaria dimérica *'.

13



Introduccion

La informacion estructural sobre las desaturasas unidas a membrana es muy escasa

debido a las dificultades técnicas para obtener grandes cantidades de estas enzimas
purificadas. Por lo tanto, el progreso en cuanto a la comprension de las caracteristicas
estructurales se encuentra retrasado con respecto al de las desaturasas solubles. EI modelo
aceptado actualmente fue propuesto por Stukey *, basado en los perfiles de hidrofobicidad
de las secuencias aminoacidicas de la A9 estearoil-CoA desaturasa de rata y levaduras
(Figura 5). EI mismo propone que dos largas regiones hidrofdbicas de 50 residuos de AA
atraviesan la membrana dos veces cada una, quedando la region interna de la proteina
ubicada del lado citosélico de la membrana. Ademas, se sabe que estas proteinas presentan
un consenso para el sitio activo diferente al encontrado en las desaturasas solubles, con un
motivo tripartito de ocho histidinas, HXz.4H, HX2-syHH, HX2-3yHH, que se encuentran en
posiciones conservadas de la secuencia de AA. Trabajos posteriores sobre el modelo
postulado indican que los ocho residuos de histidina estarian ubicados en dominios
hidrofilicos citosdlicos: cinco de ellos se encontrarian en la region citoplasmatica rodeados
de los dos dominios transmembrana y estarian involucrados en la union de los atomos de
hierro necesarios para la catalisis *%.

Se ha observado mediante estudios de mutagenesis sitio dirigida que la sustitucion
de cualquiera de los residuos conservados de histidina por otro AA conduce a la pérdida de
actividad enzimatica. Esto se debe probablemente a la incapacidad de unir hierro en el sitio

activo de las enzimas mutantes “.

Figura 5. Modelo topoldgico propuesto para la estearoil-CoA desaturasa de rata. Los cilindros
verdes indican los segmentos transmembrana. La localizacién de las secuencias conservadas que
poseen los residuos de histidina esenciales para la actividad enzimatica se representan con
rectangulos rosa (Adaptado de *).
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El cambio del motivo caracteristico de las desaturasas solubles al de las desaturasas

integrales de membrana no posee una explicacion funcional. Esta situacién estaria
representando una evolucion convergente de dos proteinas no relacionadas que se han
convertido en desaturasas mediante la captacion de dos atomos de hierro y la combinacion
de los mismos de diferentes maneras para generar el ensamblaje férrico requerido para la

catalisis *2.

1.3.2 — Dadores de electrones.

Como se menciond anteriormente, para la reaccion de desaturacion se requieren,
ademas de hierro y oxigeno molecular, dos equivalentes de reduccion para la formacion de
cada doble enlace, los cuales son aportados por cadenas transportadoras de electrones. Se
conocen dos sistemas de transporte de electrones que proveen estos equivalentes de
reduccion. Uno esta presente en plastidos de plantas y en bacterias, y el otro en el reticulo
endoplasmatico (RE, Figura 6). Estos sistemas son especificos del compartimiento
subcelular (plastidos o RE) y no de la clase de desaturasa (soluble o integral de
membrana). Los pares de electrones, que provienen del NADPH o NADH, son transferidos
simultdneamente a una flavoproteina, la cual actia cediéndolos de a uno por vez, a una
proteina transportadora. Luego, esta proteina los transfiere a la desaturasa, también
secuencialmente, para efectuar la incorporacion del doble enlace en el sustrato.
Dependiendo del sistema dador de electrones para la reaccion de desaturacion, estas
enzimas se clasifican en *:

= desaturasas dependientes de ferredoxina (Fd) / Fd NADP oxidoreductasa (FNR).
Son las desaturasas de plastidos (tanto para las desaturasas solubles como para las
de membrana) y de bacterias;

= desaturasas dependientes de citb5 / citb5 oxidorreductasa. Son las desaturasas de

RE de plantas y las acil CoA o acil lipido desaturasas de animales y hongos.

Para las desaturasas bacterianas o de plastidos, probablemente, la fuente de
equivalentes de reduccion es el NADPH, la flavoproteina es la Fd NADP oxidoreductasa y
el transportador de electrones es la proteina Fd. En el RE, los equivalentes de reduccion
provienen del NADH, la flavoproteina es la citocromo b5 (citb5) reductasa, y el

transportador de electrones es la hemoproteina citb5 #*%.
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ferredoxina-NADP* i
NADPH oxidoreductasa ferredoxina

Bacterias Cl)
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' — Flavoproteina ———— ———— Desaturasa
electrénico transportadora
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Figura 6. Esquema de las cadenas de transporte de electrones. En la parte superior se detalla la
via propuesta para las desaturasas de bacterias y plastidos. En la parte inferior se muestra la via
propuesta para las desaturasas de reticulo endoplasmatico.

1.3.3 — Regioselectividad de las desaturasas.

Las desaturasas, ademas de diferenciarse en los aspectos hasta aqui nombrados,
suelen poseer distinta regioselectividad. La regioselectividad de una desaturasa se refiere a
la habilidad para localizar la posicion donde sera introducido el doble enlace. Se conocen
tres clases de regioselectividad para las desaturasas que estarian reflejando diferencias en
la posicion del sitio activo y en las caracteristicas del bolsillo de unién del sustrato
asociadas al reconocimiento del mismo. En la Figura 7 se esquematizan estos tres tipos de

regioselectividad.

o

WX X 0

C
vix AAVVIEVAAAS N o
R e

Figura 7. Regioselectividad de las desaturasas. Las flechas verdes indican la region del AG que
reconoceria la enzima en los distintos

En contraste a las acil ACP desaturasas solubles, en las cuales la regioselectividad

esta determinada en relacion al carboxilo terminal del AG *°, las desaturasas de membrana
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tienen al menos tres modos distintos para insertar el doble enlace como se detalla en la
Figura 7 °*°%;

= desaturasas AX: introducen el doble enlace a X carbonos contando a partir del

extremo carboxilo terminal;

= desaturasas ®X: posicionan el doble enlace a X carbonos contando a partir del
extremo metilo terminal;

= desaturasas v+X: insertan un doble enlace a una distancia de X carbonos de un

doble enlace ya existente.

La A9 estearoil COA desaturasa introduce el doble enlace contando a partir del
extremo carboxilo terminal de manera similar a como lo hacen las acil ACP desaturasas
solubles. Las acil lipido desaturasas w6 (A12) y las ®3 (A15) requieren sustratos con dobles
enlaces preexistentes. En particular, la desaturasa w6 prefiere AGI A9 mientras que la
desaturasa ®3 prefiere AGI A9,12 2. Las desaturasas “front-end” introducen el doble
enlace entre uno preexistente y el extremo carboxilo terminal. Estas desaturasas participan
en la biosintesis de &cidos grasos poliinsaturados (AGPI) y todas poseen un dominio citb5
fusionado al extremo N-terminal que actua como proteina transportadora de electrones
%354 La tinica excepcion a estas desaturasas es la A6 desaturasa de cianobacterias que usa,

al menos in vitro, Fd como dador de electrones “°.

1.2.4 — Mecanismo propuesto de desaturacion.

En el mecanismo propuesto, basado en la evidencia experimental disponible, se
debe vencer la energia de enlace del grupo metileno, uno de los mas estables en la
naturaleza (98 kcal/mol). Este proceso, lento, estaria mediado por un oxidante di-férrico, el
cual se generaria utilizando los dos equivalentes de reduccién y el oxigeno molecular
requeridos en la reaccion. Los &tomos de hierro del oxidante se encuentran coordinados a
residuos de &cido glutamico e histidina, en las desaturasas solubles, y solamente a residuos
de histidina en las desaturasas integrales de membrana, los cuales forman parte de los
correspondientes sitios activos. La activacion del oxidante se inicia por la reduccion del
mismo mediante dos electrones para producir la forma reducida di-férrica. Luego, el
oxigeno molecular se une al centro férrico resultando en la forma peroxo. La ruptura del
enlace oxigeno-oxigeno da lugar al intermediario oxidante responsable de la eliminacion

de los dos hidrégenos (Figura 8A). Este intermediario oxidaria en forma secuencial los
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carbonos del enlace para generar asi la insaturacion. En el proceso se elimina, ademas, una

molécula de agua (Figura 8B) %

A /O\ d 02 /0 /0\

Fell FeM = , Fe' Fet@ >~ , Fel (|),Fe'“ E— Fe'!o,FeW
Oxidante
activado

FelV O\F v Fe{‘(’)\%f ¥ Pl — Fellé?(ofelll — Fet0/ .

B e\O, e g A
':I ':‘ . ’:I * o +Hzo
G-¢- &-c- §-8- -gac-
H H H H H H H H

Figura 8. Mecanismo de accién propuesto para las desaturasas. (A) Via de activacion del
oxigeno. (B) Ruta de desaturacion de los AG (Adaptado de ?).

2 — Desaturasas bacterianas.

Un analisis exhaustivo de los genomas bacterianos mostraron la existencia de
muchos marcos abiertos de lectura que presentan similitud significativa con desaturasas
conocidas “2. A continuacién se presenta informacién acerca de las desaturasas cuya

funcion ha sido demostrada experimentalmente.

2.1 — Desaturasas de cianobacterias.

Las cianobacterias son un grupo versatil de bacterias capaces de llevar a cabo la
fotosintesis oxigénica de manera similar a las plantas. Comprenden méas de 1600 especies
con varias morfologias y pueden sobrevivir en ambientes muy hostiles *°. Los AGI y los
AGPI juegan un papel muy importante en el mantenimiento de la funcionalidad de la
membrana celular especialmente bajo condiciones de estrés térmico, limitacion de energia,
crecimiento y fotosintesis **°°. Todas las desaturasas de cianobacterias conocidas hasta el
momento son acil lipido desaturasas y tienen una especifidad muy rigurosa con respecto a
la posicion en donde introducen el doble enlace y a la posicidn sn del glicerol en la cual se
esterifican los AG. Las desaturasas de cianobacterias se estudiaron principalmente en
Synechocystis sp. PCC6803, en donde se encontraron cuatro desaturasas, DesA, DesB,
DesC y DesD que catalizan la desaturacion en las posiciones A12, w3, A9 y A6 de AG de
18 4tomos de C ubicados en la posicién sn-1, respectivamente ®*°°. El orden en el que

estas cuatro desaturasas actlan también es muy estricto: el primer doble enlace lo
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introduce la A9 desaturasa en el acido estearico. Las A12 y A6 desaturasas introducen el

doble enlace en AG mono o diinsaturados que ya contengan un doble enlace en la posicién
A9 % La 03 desaturasa introduce el doble enlace en AG que contengan un doble enlace en
la posicion A12 ®. La expresién de los genes desB y desD esta regulada por un sistema
similar al sistema DesK/R de B. subtilis. En este sistema participa una histidina quinasa
Hik33 que es la encargada de percibir los cambios en la fluidez de la membrana y, por
medio de una segunda histidina quinasa, Hik19, fosforila al regulador de respuesta Rerl.
Finalmente Rerl activa la transcripcion del gen desB. En el caso del gen desD el regulador
de respuesta serfa otra proteina diferente a Rerl ©'.

A diferencia de Synechocystis, la cianobacterias del género Synechococcus sélo
tienen una A9 desaturasa y sintetizan AG monoinsaturados exclusivamente.

Se ha determinado la importancia de estos genes des en cianobacterias mediante la
observacion de que mutantes en los mismos son mas sensibles al frio, exhiben foto-
inhibicion de la fotosintesis y crecimiento mas lento a bajas temperaturas respecto a las de
tipo salvaje. Ademas, existen evidencias de que la insaturacion de AG es esencial para la
tolerancia al estrés salino. La baja temperatura se correlaciona con un aumento en la
desaturacion de los AG de los lipidos de membrana de cianobacterias, ligado a una

activacion en la expresion de las desaturasas .

2.2 — Desaturasas de Pseudomonas aeruginosa.
P. aeruginosa es un patdgeno humano oportunista Gram negativo que causa

® Las membranas de P.

infecciones graves en pacientes inmunocomprometidos
aeruginosa contienen grandes cantidades de AGI lineales, siendo el cis-vaccénico la
especie principal "°. Se ha demostrado que existen tres vias de sintesis de AGI diferentes en
P. aeruginosa dependiendo de la disponibilidad de oxigeno. En condiciones anaerobias las
proteinas FabAB de la via biosintética tipo Il se encargan de la sintesis de AGI como
ocurre en E. coli. En condiciones aerobias, ademas de la via mediada por FabAB, P.
aeruginosa emplea dos desaturasas dependientes de oxigeno, DesA y DesB, las cuales
introducen dobles enlaces cis en AG preexistentes °. DesA y DesB tienen especificidades
diferentes y suplementan la via de sintesis de AGI anaerobia. DesA es una A9 acil-lipido
desaturasa que utiliza tanto los FL sintetizados de novo o los sintetizados a partir de AGS

exogenos DesB también es una A9 desaturasa pero utiliza como sustrato acil-CoA

formados a partir de AGS exdgenos, principalmente estearato y palmitato, generando AGI
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18:1 A9 y 16:1 A9, respectivamente '°. EI gen desB se encuentra ubicado en un operén

junto con desC que codifica para una oxidoreductasa y se estipula que participaria de la
cadena de transporte de electrones hacia DesB "°. Estos tres mecanismos proveen a la
célula la propiedad de cambiar rdpidamente las propiedades fisicas de la membrana para
adaptarse a los cambios en las condiciones ambientales. La expresion de DesA se induce
por bajas concentraciones de oxigeno pero el mecanismo por el cual se regula es
desconocido . La expresién de DesB es regulada por un regulador transcripcional DesT
que sensa los niveles de acil-CoA en la célula ™. Esta regulacion es importante para el
crecimiento de Pseudomonas en ambientes donde los AG estan presentes y pueden ser

tomados como fuente de carbono "2

; esta desaturasa permite a las células sustituir la
sintesis de AGI incorporando los AG ambientales, evitando asi el uso intensivo de energia
y al mismo tiempo, manteniendo la homeostasis de membrana. Se demostro que la proteina
DesB es necesaria para la virulencia de P. aeruginosa, ya que mutantes en el gen desB
presentan una marcada disminucion en la sintesis de enzimas proteoliticas, deficiencia en
la motilidad y reduccion de la virulencia en el modelo de infeccion Caenorhabditis elegans
® Por otro lado, se determind que la doble mutante en los genes desA y desB crece
normalmente en condiciones aerobias indicando que FabAB es la via principal de sintesis

de AGI ™,

2.3 — Desaturasas de micobacterias.

Mycobacterium tuberculosis es un patégeno humano que causa millones de muertes
por afio. Todas las micobacterias tienen una envoltura celular rica en lipidos
principalmente &cidos micélicos . Estos lipidos son AGR hidroxilados con un gran
naumero de atomos de carbono (entre 60-90). Pueden contener diversos grupos funcionales:
metoxi, ceto, epoxi, anillos de ciclopropano y AGI. Los &cidos micdlicos juegan un papel
importante en la permeabilidad de la pared celular, la virulencia y la resistencia a los
4cidos, caracteristicas de M. tuberculosis ®"’. Muchas de las drogas utilizadas para el
tratamiento de esta bacteria inhiben la sintesis de acidos micolicos. Sin embargo, los
mecanismos exactos de la sintesis de estos AG no estan completamente dilucidados. Se
necesitan AGI con insaturaciones en posiciones especificas como sustratos, lo cual sugiere
que la desaturacion serfa una etapa esencial para la biosintesis de acidos micdlicos ®"’. El
genoma de M. tuberculosis presenta tres genes con homologia a desaturasas de AG

conocidas "®. Los tres genes que codifican para putativas desaturasas en M. tuberculosis
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H37Rv, desAl, desA2 y desA3 se clonaron y expresaron en Mycobacterium bovis BCG. De

esta manera se determind que DesA3 es una A9 desaturasa de membrana responsable de la
sintesis de écido oleico "°, componente esencial de los FL vy triacilglicéridos. DesA3 seria
un analogo funcional de la estearoil-CoA desaturasa de mamiferos, que tiene roles muy
importantes en la fisiologia de las células de mamifero 8!, Ademés, DesA3 es uno de los
200 genes requeridos para la supervivencia del patdgeno en el interior del granuloma de
infeccién que encierra a los bacilos en estado latente . Por otro lado, DesAl y DesA2 son

78,83

acil-ACP desaturasas solubles DesA2 es esencial para la viabilidad de las

micobacterias patégenas . Sin embargo, se desconoce el rol de estas enzimas.

2.4 — Desaturasas del género Bacillus.

El genero Bacillus esta formado por un gran nimero de especies de bacterias Gram
positivas, aerobias, formadoras de endo-esporas y habitantes del suelo o de material
vegetal en descomposicion. El hecho de que su nicho natural sea el suelo, hace que la
bacteria esté sometida a continuos cambios en su entorno lo que le ha hecho desarrollar
diferentes estrategias para responder a ellos. Algunas de estas estrategias son: la capacidad
de moverse para buscar nuevas fuentes de nutrientes %, la capacidad de entrar en un estado
de competencia natural para incorporar ADN exo6geno e integrarlo en su genoma mediante

recombinacién homéloga

, 0 la capacidad de desarrollar canibalismo, mecanismo de
supervivencia durante el cual algunas bacterias de la poblacion son capaces de provocar la
lisis de bacterias de su misma especie y asi poder hacer uso de los nutrientes que liberan
87,88-

Un namero importante de especies de Bacillus poseen su genoma secuenciado, lo
cual facilita la busqueda de genes anotados como desaturasas en sus secuencias genomicas
a través de las bases de datos. Ademas, existe una gran cantidad de informacion sobre la
A5 acil lipido desaturasa de B. subtilis, como se describe mas adelante, obtenida en nuestro
laboratorio, muy valiosa a la hora de utilizar esta enzima como modelo para el estudio de
nuevas desaturasas de membrana.

Con respecto a la composicion lipidica de estas especies bacterianas, se sabe que la
mayoria tiene una predominancia de AGR de entre 12 y 17 a&tomos de carbono de longitud,
y que con excepcion de dos grupos, el llamado grupo cereus (Bacillus anthracis, Bacillus
cereus, Bacillus thuringiensis, Bacillus mycoides, Bacillus pseudomycoides, Bacillus

weihenstephanensis y Bacillus cytotoxicus) y los psicréfilos (Bacillus insolitus, Bacillus
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psychrophilus y Bacillus globisporus), producen poca cantidad de AGI y no sintetizan
AGPI &,

El primero en investigar la biosintesis de AGI en diferentes especies del genero

Bacillus fue A. J. Fulco °. Sus estudios demostraron que ciertas especies eran capaces de
sintetizar AGI si las células bacterianas se cultivaban a baja temperatura medioambiental.
Junto a sus colaboradores analiz6 la biosintesis de AGI detectando el porcentaje de
desaturacion de distintos sustratos, ya sean saturados marcados radiactivamente,
suministrados exdgenamente; o saturados enddégenos de las células. Por medio de estos
meétodos dilucidd dos sistemas diferentes de desaturacion. En las especies de Bacillus
megaterium KM, B. megaterium 14581, B. subtilis 6051, Bacillus pumilus 7061, Bacillus
licheniformis 9945 y Bacillus alvei 6348 encontré un Gnico sistema de desaturacion, el cual
convertia [1-**C]-palmitato en &cido A5 hexadecandico Unicamente. En cambio, en las
especies B. licheniformis 8480, B. licheniformis 9259, Bacillus macerans 8509, Bacillus
stearothermophilus 12977 y Bacillus brevis 9999 (actualmente reclasificado como
Aneurinibacillus migulanus) se identifico un segundo sistema de desaturacion, el cual dio
como resultado la generacion del doble enlace alrededor de la posicion 9 °. B. licheniformis
9259 fue la unica cepa en donde se encontraron AG con el doble enlace en la posicion A5 y
en la posicion A10. Estos dos sistemas fueron luego diferenciados por la manera en que
respondian a los cambios en la temperatura del medio, analizandose principalmente
aquellos presentes en las cepas B. licheniformis 9259 y B. megaterium 14581.

En estos estudios se encontrd que B. licheniformis 9259 es capaz de producir AG
monoinsaturados A10 a 37°C y a 20°C, y que sintetiza ademas, monoinsaturados A5 y di-
insaturados A5,10, pero s6lo a 20°C. La evidencia derivada de sus experimentos, en los
cuales se realizé una incubacion previa del cultivo con diferentes sustratos a 20°C, sugirio
que el sistema de desaturacion A5 estaria siendo inducido por la disminucion de la
temperatura. Por lo tanto concluyeron que el sistema que genera el doble enlace en la
posicion 10 se encontraba activo tanto a altas como a bajas temperaturas, mientras que el
sistema responsable de la insercion de la doble ligadura A5 era activo sélo a bajas
temperaturas. La operacion simultanea de las dos actividades desaturasas a 20°C seria la
responsable de la sintesis de los AG di-insaturados A5,10 *.

Ademés de Fulco, en la década del “70, T. Kaneda también centr0 sus
investigaciones en el estudio de la composicién lipidica del grupo cereus y de los

psicrofilos del género Bacillus. Mediante sus experimentos observo que la cepa B. cereus
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PRLB-108 es bastante inusual dentro del grupo, ya que produce una alta proporcion de

AGI, ademas de los AGR. Cuando las células se cultivaban a 37°C los principales AG
detectados eran los saturados y un bajo porcentaje de AGI, todos con el doble enlace en
configuracion A10. En cambio, cuando se sometia a las células al crecimiento a
temperaturas bajas entre los 32°C y 21°C, se veia un aumento de la proporcién de los AGI
A10, como la aparicion de un nuevo isémero, el A5. Este grupo de trabajo propuso que B.
cereus podria tener dos sistemas de desaturacion diferentes. Uno responsable de la
generacion de los dobles enlaces en la posicion 10, el cual veria aumentada su actividad al
disminuir la temperatura de crecimiento; y otro sistema que produciria AGI A5 sélo
cuando es inducido por una disminucién en la temperatura ®.

Fulco y Kaneda fueron los primeros en apreciar lo sorprendente de que ain cepas
muy similares de bacilos pueden producir isomeros del acido hexadecandico diferentes.
Basado en estas observaciones y en el alto grado de homologia de secuencias de estas
bacterias, es que se planted que la caracterizacion funcional de las distintas desaturasas
presentes en cepas del genero Bacillus (con actividades diferentes y un alto grado de
similitud a nivel de secuencia primaria) constituye una oportunidad para el entendimiento
de las bases moleculares que rigen el reconocimiento de la longitud de cadena y la posicion
final de la introduccion de los dobles enlaces (regioselectividad) en los AG. EI género
Bacillus resulta entonces indicado como fuente de desaturasas paralogas para un estudio de

estructura-funcién comparativo.

2.4.1 — La desaturasa de Bacillus subtilis.

Nuestro grupo de trabajo se ha focalizado en el estudio de la biosintesis y funcion
de los lipidos de membrana en Bacillus spp. desde 1990. Se ha demostrado, mediante
diversos experimentos bioquimicos y genéticos, que B. subtilis posee una Unica acil lipido
desaturasa codificada por el gen des *. Esta enzima cataliza la introduccién de un doble
enlace en la posicion A5 de un gran niimero de AGS °. La mutante obtenida en el gen des
demostr6 que el mismo no es esencial para el crecimiento de B subtilis a ninguna
temperatura. La esta proteina codificada por dicho gen se designd A5-Des. A5-Des posee
baja identidad de secuencia con las desaturasas de membrana de cianobacterias y plantas
> Posee las tres cajas de histidina caracteristicas de unién al hierro que forman el sitio
activo de la enzima *° y una cuarta caja hacia el extremo carboxilo terminal, ausente en

otras desaturasas, pero esencial para la catalisis **. La secuencia de AA presenta varias
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regiones hidrofdbicas y el perfil de hidropatia es similar a los perfiles de desaturasas de

cianobacterias y plantas. Mediante experimentos de mutagénesis sitio dirigida y
construccion de proteinas de fusion se determiné que la topologia de la A5 desaturasa de B.
subtilis no concuerda con el modelo estructural aceptado para desaturasas de membrana *
y predicho para esta desaturasa mediante analisis de hidropatia. De esta manera, surgio un
nuevo modelo para describir la topologia de esta enzima, en el cual aparecen dos dominios
transmembrana adicionales (Figura 9). Este modelo fue validado mediante experimentos
de marcacion con biotina de determinados residuos, que permite identificar segmentos
externos de las proteinas integrales de membrana **. Asi, se determiné que esta desaturasa
posee seis dominios transmembrana y un dominio asociado que estarian involucrados en el
mantenimiento del sitio activo del lado citoplasmatico de la membrana cercano a los
sustratos °* (Figura 9). Por otro lado, mediante ensayos de mutagénesis sitio dirigida se
determind que las histidinas conservadas (His-80, His-116 y His-274) son esenciales para
la catélisis, ya que el cambio de las mismas por alanina eliminé completamente la

actividad desaturasa in vivo °.

Figura 9. Modelo topoldgico de la A5 desaturasa de B. subtilis. Los cilindros en verde claro
indican los dominios transmembrana adicionales no presenten en el modelo de la desaturasa de
rata. Los rectangulos rosa representan las regiones conservadas ricas en histidina esenciales para la
actividad enzimatica. El rectangulo blanco representa el cuarto segmento rico en histidina
(Adaptado de *°).

Otro aspecto importante estudiado en nuestro laboratorio fue la identificacion de las
proteinas dadoras de electrones que, como se mencionod anteriormente, son necesarias para
la introduccién del doble enlace. Durante estos estudios identificamos en el genoma de B.

subtilis tres proteinas que podrian actuar como transportadoras: una Fd codificada por el
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gen fer * y dos flavodoxinas (Fld) presentes en el operén ykuNOP *. En estudios de

mutagénesis de los correspondientes genes realizados durante el desarrollo de mi trabajo
final de grado se determind que las tres proteinas estan involucradas en el transporte de
electrones hacia la A5-Des *. Mutantes en el gen fer o en el operén ykuNOP presentan una
disminucién del 30% en la desaturacién del acido palmitico comprado con la cepa salvaje.
En la cepa doble mutante la sintesis de AGI estd completamente abolida. Nuestros
resultados establecieron que la Fd y las dos Fld pueden funcionar como dadores de
electrones fisioldgicos en el proceso de desaturacion. Si bien se sabe que las Fld participan
en numerosos procesos redox, ésta fue la primera vez que se determind que las mismas
pueden actuar como proteinas transportadoras de electrones hacia una desaturasa y en
conjunto con la Fd permitir la biosintesis de AGI en B. subtilis *.

2.4.1.1 — La via Des de Bacillus subtilis.

En bacterias, el mecanismo de adaptacion al frio mejor caracterizado hasta el
momento es el circuito Des de la bacteria Gram positiva B. subtilis . B. subtilis responde
a las disminuciones en la temperatura de crecimiento usando una doble estrategia para
restaurar la fluidez de membrana. Por un lado, existe una respuesta a largo plazo que
aumenta la proporcion de AGR saturados y por otro hay una induccion rapida de la
desaturasa A5-Des que introduce un doble enlace en las cadenas acilo de los FL

3445% Eota adaptacién requiere la participacion de un sistema de dos

preexistentes
componentes candnico que involucra una histidina quinasa, DesK y un regulador de
respuesta, DesR *. Este mecanismo de transduccién de sefiales, llamado via Des, aumenta
la expresion del gen des, que codifica para la proteina AS5-Des, en respuesta a una
disminucion en la temperatura de crecimiento *°. La proteina DesK de B. subtilis contiene

% 'y una cola

cinco segmentos transmembrana que definen el dominio sensor
citoplasmatica C-terminal larga que posee el dominio quinasa, DesKC. Estudios genéticos,
fisiologicos y bioquimicos demostraron que DesK es una enzima bifuncional, que posee
actividad quinasa y fosfatasa y que puede adoptar diferentes estados de sefalizacion
dependiendo de los cambios en la fluidez de la membrana *#*%. El estado quinasa
dominante de DesK predomina cuando hay un aumento en la proporcion de lipidos de
membrana ordenados. Como consecuencia de la precepcion de este estimulo DesK se
autofosforila en el residuo de histidina His188 y, a continuacion, el grupo fosforilo es

transferido al regulador de respuesta citoplasmatico, DesR que se fosforila en el residuo de
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aspartato Asp54 %. DesR fosforilado (DesR-P) se une de manera cooperativa y jerarquica

a dos sitios de union a DesR-P en el ADN, adyacentes y no idénticos. Esto genera un

desplazamiento hacia la formacién de un tetramero activo de DesR %

y al consiguiente
reclutamiento de la ARN polimerasa al promotor de des lo cual activa la transcripcion de
dicho gen, como se demostr in vitro °*. Finalmente, se expresa la proteina A5-Des la cual
desatura las cadenas acilo de los FL de membrana. Los AGI generados disminuyen la
temperatura de transicion de fase de los FL favoreciendo el estado fosfatasa de DesK lo
cual resulta en la hidrolisis de DesR-P. El regulador desfosforilado no puede unirse al

promotor des y, por lo tanto, finaliza la transcripcion de este gen (Figura 10).

A B
Lipidos de membrana ordenados Lipidos de membrana desordenados
P \
DesK DesK \ A5-Des
v
@®x H H- —H
s .f:@‘) Pi
DesR o —
des %
F% o O
ANNANAA
des mRNA
Estado quinasa dominante Estado fosfatasa dominante

Figura 10. Modelo para el mecanismo regulatorio de la expresion de des. A) Cuando se reduce
la fluidez de la membrana, ya sea por una disminucién en la temperatura o de la proporcion de
AGR se induce la actividad quinasa de DesK. La unidén cooperativa de DesR-P permite la
interaccién con la ARN polimerasa, resultando en la activacion de la transcripcion de des que
conduce a la sintesis de Des. B) Des introduce dobles enlaces en las cadenas de acilo de los FL de
membrana. Estos AGI recién sintetizados provocan un incremento en la fluidez de la membrana,
favoreciendo la actividad fosfatasa de DesK. La concomitante defosforilacion de DesR resulta en
una disminucion de la transcripcién del gen des.

Diferentes experimentos aportaron evidencias de que es la fluidez de membrana y
no la temperatura de crecimiento el factor que controla la transcripcion del gen des . En
estos experimentos se modificd la proporcién de AGR en la membrana de B. subtilis
variando la cantidad de los AA precursores de los mismos . La disminucién del AA
isoleucina, precursor de los AGR de la serie anteiso, en el medio de cultivo reduce
significativamente la cantidad de AGR anteiso en la membrana celular **, resultando en un

aumento de la proporcion de lipidos ordenados. EIl crecimiento de B. subtilis en ausencia
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de isoleucina resulté en la activacion de la transcripcién del gen des en condiciones

isotérmicas utilizando el circuito DesK/R *®. Por lo tanto, un aumento en el orden de los
lipidos de membrana debido a una reduccion de los AGR derivados de la isoleucina a
temperatura constante, o una disminucién en la temperatura de crecimiento a composicion
lipidica constante, pueden ser percibidos por DesK, dando como resultado la induccién en
la sintesis de AGI.

La tasa de crecimiento a bajas temperaturas en MM de B. subtilis mutante en el gen
des es mucho menor que para la cepa salvaje '®. Sin embargo, este fenotipo se revierte
cuando se agrega el AA isoleucina al medio de cultivo. Esto se debe a que este AA es
precursor de los AGR de la serie anteiso como se menciond anteriormente y los mismos
tienen propiedades biofisicas similares a los AGI 1%, Asi, ante el agregado de isoleucina al
medio, se estaria restaurando la correcta fluidez de membrana ain en ausencia de Des.
Estos resultados significaron un aporte muy importante ya que caracterizaron al sistema
Des como un detector de la fluidez de la membrana y no s6lo un sensor de la temperatura
de crecimiento %,

Por otro lado, se ha determinado que B. subtilis puede crecer en anaerobiosis
utilizando como aceptor final de electrones nitrato o nitrito. En condiciones anaerobias, la
expresion del gen des también se activa a través del sistema DesK/R cuando disminuye la
temperatura de crecimiento . Sin embargo, en estas condiciones no hay desaturacién de
los AG debido al estricto requerimiento de oxigeno por parte de estas enzimas. Por lo
tanto, en condiciones anaerobias, la adaptacién a bajas temperaturas esta mediada
exclusivamente por un aumento en la cantidad de AGR de la serie anteiso que permiten
alcanzar niveles de fluidez similares a los hallados en condiciones aerobias '*. Si las
células expuestas a bajas temperaturas en condiciones anaerobias se transfieren a
condiciones aerobias, disminuye la expresion del gen des, ya que al sintetizarse AGI en los
FL de la membrana, aumenta la fluidez y DesK adopta su conformacion fosfatasa

dominante, apagando la expresion de des.

3 — Bacillus licheniformis.

B. licheniformis es una bacteria Gram positiva, sapréfita, cominmente hallada en el
suelo. B. licheniformis pertenece al grupo de B. subtilis (grupo 11) del género Bacillus %",
Es un organismo productor y secretor de numerosas enzimas hidroliticas, lo cual le permite

degradar y crecer sobre una gran variedad de sustratos. Ademas tiene un metabolismo
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aerobio facultativo ampliando asi los nichos que puede habitar. Es un organismo mesofilo

y su temperatura dptima de crecimiento ronda los 30°C, aunque puede sobrevivir a altas
temperaturas. La temperatura Optima para la secrecion de enzimas es 37°C. La capacidad
de secretar grandes cantidades de proteinas asi como el hecho de que es una bacteria
considerada segura desde el punto de vista de la salud humana ', han convertido a esta
bacteria en un organismo atractivo para diversas aplicaciones biotecnoldgicas. Se ha
utilizado a B. licheniformis en procesos fermentativos, por ejemplo en la produccién de
ATB y diferentes enzimas como proteasas y amilasas '*. Las proteasas han sido utilizadas
en la industria de los detergentes y los cueros y las amilasas en la industria textil y del
papel. Algunas cepas aisladas de B. licheniformis pueden mitigar el efecto nocivo de los
hongos en cultivos de maiz, hierbas y otros cultivos vegetales *'°.

Dada la gran importancia de esta bacteria a nivel industrial y su cercania a B.
subtilis, en el afio 2004 se secuencié completamente el genoma de la misma **°. La
comparacion con el genoma de B. subtilis reveld que son un 84,6 % idénticos a nivel de
secuencia de nucleétidos y presentan una gran similitud en la organizacion de los genes.
Sin embargo, existen regiones locales Unicas en cada genoma, lo cual explicaria la
habilidad de B. licheniformis para crecer en muchos sustratos diferentes y colonizar un
amplio rango de nichos ecoldgicos.

El grupo B. subtilis - B. licheniformis incluye varias especies que son utilizadas
para producir enzimas industriales, antibioticos (ATB) y quimicos. La disponibilidad del
genoma de B. licheniformis permitio realizar una comparacion de las vias metabélicas y
regulatorias con las de B. subtilis, lo cual derivé en el mejoramiento de cepas industriales.

Si bien B. licheniformis es considerada una bacteria no patdgena, existen informes
que la han implicado en como agente causal del envenenamiento por comida. En algunos
casos aislados, se vio que algunas cepas especificas producian una toxina similar a la

toxina emética sintetizada por B. cereus ***.

4 — Grupo Bacillus cereus.

El grupo “Bacillus cereus sensu lato” estd formado por bacterias Gram positivas
que habitan principalmente el suelo, aunque pueden prosperar en diversos hébitats **2. Se
las puede encontrar asociadas a vegetales o como parte de la flora intestinal de animales,

presentando diversas relaciones ecoldgicas. Tienen la capacidad de resistir condiciones
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severas debido a que pueden formar endo-esporas, estructuras especializadas resistentes al

calor, deshidratacion y otros tipos de estres.

El grupo “Bacillus cereus sensu lato” ha sido dividido en siete “termotipos” en
base a diferencias bien definidas en las temperaturas de crecimiento, virulencia, nichos
ecoldgicos y datos moleculares (Tabla 1). Estos siete grupos comprenden especies
psicrotolerantes (tolerante al frio), meséfilas y termotolerantes (tolerantes al calor).

TABLA I. Grupos geneéticos de Bacillus cereus sensu lato.

Asociado a Resistencia
Grupo Especies intoxicaciones T Observaciones
) . de las esporas
alimentarias
I B. pseudomycoides NO 10-40°C  Desconocida Mesofilas
B. cereus Il B 25% mesofilas
] T Sl 7-40°C Mediana 75%
thuringiensis 1l .
psicrotolerantes
B. cereus IlI, B.
" thuringiensis 111, B. Sl 15-45°C Alta Mesofilas
anthracis
B. 1V, B. . e
v cereds I, Sl 10-45°C Mediana Mesofilas
thuringiensis 1V
B. cereus V, B. . -
\ o Sl 8-40°C Mediana Mesofilas
thuringiensis V
VI B. welhenstep_hanen3|s NO 5-37°C Baja Psicrotolerantes
B. mycoides
VIl B. cytotoxicus Sl 20-50°C Alta Termotolerantes

La tabla | presenta las principales caracteristicas de los siete grupos de B. cereus sensu lato.
Adaptado de 31,

B. cereus sensu stricto (B. cereus) es la bacteria modelo del grupo y abarca cuatro
termotipos, entre psicrotolerantes y meséfilas 3. Las otras especies del grupo son: B.
anthracis, B. thuringiensis, B. weihenstephanensis, B. mycoides, B. pseudomycoides y B.
cytotoxicus. B. thuringiensis es un patdégeno de insectos y se lo asocia esporadicamente a
cuadros gastrointestinales en humanos. B. anthracis es el agente causante del antrax,
asociado a cuadros cutaneos, pulmonares y gastrointestinales. Las especies B. mycoides, B.
pseudomycoides y la psicrotolerante B. weihenstephanensis, son organismos ubicuos y
comunes del suelo y su patogenicidad no esta totalmente esclarecida **3. B. mycoides y B.
pseudomycoides se diferencian de B. cereus sensu stricto por la forma de las colonias y la
composicion de AG *° mientras que B. weihenstephanensis se caracteriza por su habilidad

de crecer a temperaturas menores de 7°C pero no a 43°C . B. cytotoxicus es la Unica
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especie termotolerante del grupo y es un patdgeno que causa enfermedades transmitidas

por lo alimentos .

Las cepas de B. cereus sensu estricto se encuentran frecuentemente en alimentos
causando deterioro y enfermedades transmitidas por los mismos. Sus esporas, altamente
adhesivas, provocan que se propague a todo tipo de alimentos. Produce una gama de
factores de virulencia que pueden causar enfermedades en los seres humanos, aunque en la
mayoria de los casos eméticos o diarreicos la sintomatologia es leve y de corta duracion.
Sin embargo, en algunas ocasiones puede producir tanto cuadros intestinales como
infecciones severas fundamentalmente asociadas a las toxinas eméticas *>*'®. Cuando
tiene acceso a los tejidos de mamiferos, se trata de un patdégeno oportunista que puede
causar severas infecciones locales o sistémicas, como oftalmitis y septicemias, entre otras.
12115 Existen cepas de B. cereus de variada toxicidad y otras utilizadas como probi6ticos
en humanos **° o como simbiontes en plantas **°. La mayoria de los brotes de intoxicacion

13 que pueden crecer a

por alimentos han sido causados por las cepas mesofilas
temperaturas tan bajas como 10°C. Esta caracteristica permite inicialmente la presencia de
bajos niveles de B. cereus en los alimentos que puede aumentar en condiciones sub
optimas de refrigeracion. El origen de los alimentos y la temperatura aplicada durante el
procesamiento y almacenamiento de los mismos tiene un efecto selectivo diferencial sobre
las cepas bacterianas del grupo, fuertemente relacionado con sus caracteristicas térmicas
especificas mencionadas anteriormente. Esto sugiriere que las cepas han ido adaptandose
paulatinamente para crecer en ambientes mas frios. EI conocimiento de los mecanismos
por los cuales B. cereus es capaz de crecer a bajas temperaturas podria contribuir a
controlar la multiplicacion bacteriana en alimentos refrigerados y prevenir brotes de
intoxicacion alimentaria.

Como se menciond anteriormente, en la mayoria de los organismos poiquilotermos,
un mecanismo de adaptacion rapida a los cambios de temperatura es la sintesis de AGI.
Los AGI son sintetizados por desaturasas que introducen dobles enlaces en las cadenas
hidrocarbonadas de los AG, por lo que estas enzimas juegan un papel importante durante el
proceso de adaptacion a bajas temperaturas de crecimiento. En un estudio bioinformatico
realizado en nuestro laboratorio sobre los genomas de 250 aislamientos de B. cereus, se
hallé un nimero variable de genes que codifican para acil lipido desaturasas putativas y
otros con homologia a acil ACP desaturasas. Esto convierte al grupo B. cereus en un

modelo extremadamente atractivo para estudiar los mecanismos moleculares de la reaccion
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que estas enzimas catalizan y otros aspectos relevantes que afectan la actividad de las

mismas.

Dado que las acil lipido desaturasas se encuentran unidas a membrana, los
progresos en el entendimiento de su estructura y funcion estan retrasados con respecto a su
contrapartida de desaturasas solubles, debido en parte a la dificultad para obtener
cantidades suficientes de proteina homogénea y activa para los estudios in vitro, asi como
para su cristalizacion. El clonado y caracterizacion funcional de las desaturasas permitird
establecer una correlacion entre la estructura primaria y la actividad que catalizan. Ademas
estas desaturasas constituyen una oportunidad para el entendimiento de la base molecular
del reconocimiento de la longitud de la cadena y la posicion final de los dobles enlaces
(regioselectividad) en los AG. Los resultados que se obtengan de estos estudios podrian
contribuir al disefio de desaturasas capaces de producir nuevos isomeros de AG
monoinsaturados, Utiles para la industria.

En este trabajo de Tesis se realizo la caracterizacion funcional de las desaturasas
presentes en cepas de B. cereus y B. licheniformis y se comenzé a establecer el rol de las
desaturasas en la adaptacion a bajas temperaturas. La caracterizacion de nuevas desaturasas
permitira profundizar el conocimiento que se tiene sobre ellas, establecer la relacion entre
estructura y funcion entre enzimas con diferente especificidad y regioselectividad que
permitan ir comprendiendo las bases moleculares de estas diferencias en las actividades
enzimaticas y las relaciones entre estructura y funcion tan dificiles de determinar en
proteinas de membrana.

Por otro lado, determinar de qué manera se sintetizan los AGI vy el rol de las
desaturasas, podria conducir a establecer roles inesperados de estos AG en la fisiologia de
la membrana, la sintesis de factores de virulencia y su excrecidn y establecer el rol de los
mismos en los mecanismos de infeccion.

Una comprensién global de los mecanismos bioquimicos de estas enzimas podria
contribuir al disefio racional de la funcionalidad deseada para aplicaciones que van desde
la ingenieria de semillas oleaginosas a la terapéutica y puede ser un esfuerzo dtil para

optimizar la produccion de AG inusuales en organismos de produccion.
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Objetivos

OBJETIVO GENERAL

Durante este trabajo de Tesis se propone identificar y caracterizar las desaturasas

presentes en bacterias del género Bacillus con el objetivo de determinar las bases

moleculares de la especificidad de sustrato y la regioselectividad (habilidad para reconocer

el namero de atomos de C y localizar la posicién donde serd introducido el doble enlace)

de las mismas. Se estudiaran ademas otros aspectos relevantes que afectan la actividad

enzimatica como los componentes del sistema de dadores de electrones y el efecto de la

temperatura sobre la sintesis de AGI. Finalmente se analizara la esencialidad de las

desaturasas para el crecimiento bacteriano y el impacto de la mutacion de los genes que

codifican las desaturasas sobre la sintesis de AGI.

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

OBJETIVOS PARTICULARES
Caracterizar funcionalmente a las desaturasas del género Bacillus.
Identificar la naturaleza de los sustratos de las desaturasas de B. cereus y B.
licheniformis.
Identificar y caracterizar el sistema dador de electrones de las desaturasas de B.
cereus y B. licheniformis.
Evaluar la esencialidad de la desaturasas para el crecimiento de B. cereus. Estudiar
el impacto de las mutaciones en los genes des sobre la sintesis de AGI.
Determinar el efecto del agregado de ATB sobre la transcripcion y traduccion de
los genes de las desaturasas de B. cereus y B. licheniformis frente al cambio de
temperatura.
Determinar los sitios de inicio de la transcripcion de los genes de las desaturasas de
B. cereus y B. licheniformis.
Dilucidar los mecanismos de regulacion de la expresion de los genes de las
desaturasas de B. cereus y B. licheniformis con la temperatura.
Analizar la influencia de los AG y del sistema DesK/R de B. subtilis sobre la
expresion de las desaturasas de B. cereus y B. licheniformis.
Analizar los niveles de ARNm de los genes des en las cepas salvajes y mutantes

durante la adaptacion al frio.
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Materiales y métodos
MATERIALES Y METODOS
1 — Cepas bacterianas, plasmidos, oligonucléotidos.

1.1 — Cepas bacterianas.
Las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo se indican en la Tabla Il.

Tabla 11. Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo.

Cepa Genotipo relevante Referencia
Bacillus subtilis
JH642 trpC2; pheAl 121
LC5 JHB42 des::Kan" 3
LC81 JH642 desKR::Kan' Cibulsky, comunicacién
personal
LSC204 JH642 des::Sp"; deskKR::Kan' Este trabajo
LSC116 LC5 amyE::pJM116; Kan" Cm' Este trabajo
LSC2983 LC5 amyE::PdesA; Kan" Cm' Este trabajo
LSC0400 LC5 amyE::PdesB; Kan" Cm' Este trabajo
LSC2106 LC5 amyE::PdesL; Kan" Cm' Este trabajo
LSC2692 LC5 amyE::PdesX; Kan" Cm' Este trabajo
MA2983 LC5 amyE::Pxyl-desA; Kan" Sp' Mariana Alemany
Trabajo de Tesina
MAO0400 LC5 amyE::Pxyl-desB; Kan" Sp' Mariana Alemany
Trabajo de Tesina
MA2106 LC5 amyE::Pxyl-desL; Kan" Sp' Mariana Alemany
Trabajo de Tesina
MA2692 LC5 amyE::Pxyl-BL02692; Kan" Sp" Mariana Alemany
Trabajo de Tesina
L43 JHB42 fer::Kan" %
LSC28 L43 ykuNOP::Pspac-ykuNOP PykuNOP-lacZ Kan" Erm" %
Lm'
LSA43 43 des::Sp" Kan' Este trabajo
LSA28 LSC28 des::Sp’ Kan" Erm" Lm' Este trabajo
LSA4383 LSA43 amyE::PdesA Sp" Kan' Cm' Este trabajo
LSA4300 LSA43 amyE::PdesB Sp" Kan" Cm' Este trabajo
LSA4321 LSA43 amyE::PdesL Sp’ Kan' Cm' Este trabajo
LSA2883 LSA28 amyE::PdesA Sp" Kan" Er' Lm" Cm' Este trabajo
LSA2800 LSA28 amyE::PdesB Sp" Kan" Er' Lm" Cm' Este trabajo
LSA2821 LSA28 amyE::PdesL Sp’ Kan" Er' Lm' Cm' Este trabajo
LSC16 MAZ2983 plsC::Pspac-plsC, Kan" Sp' Cm' Este trabajo
LSC17 MAO0400 plsC::Pspac-plsC, Kan" Sp' Cm' Este trabajo
LSC18 MAZ2106 plsC::Pspac-plsC, Kan" Sp' Cm' Este trabajo
LSC77 LC5 amyE::PdesA-lacZ; Cm' Este trabajo
LSC60 LC5 amyE::PdesB-lacZ; Cm' Este trabajo
LSC81 LC5 amyE::PdesL-lacZ; Cm' Este trabajo
LSC78 JH642 amyE::PdesA-lacZ; Cm' Este trabajo
LSC61 JH642 amyE::PdesB-lacZ; Cm' Este trabajo
LSC82 JH642 amyE::PdesL-lacZ; Cm' Este trabajo
LSC79 LSC204 amyE::PdesA-lacZ; Cm' Este trabajo
LSC62 LSC204 amyE::PdesB-lacZ; Cm' Este trabajo
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LSC83 LSC204 amyE::PdesL-lacZ; Cm' Este trabajo
Bacillus cereus

ATCC 14579 Silvestre 122
LCER2983 B. cereus desA::Sp' Este trabajo
LCER0400 B. cereus desB::Kan' Este trabajo
LCER2904 B. cereus desA::Sp' desB::Kan' Este trabajo
LCER2983C B. cereus LCER2983; pHT2983, Er' Este trabajo
LCER0400C B. cereus LCER0400; pHT0400, Cm' Este trabajo
Bacillus

licheniformis

ATCC 14580 Silvestre 1o
Aneurinibacillus

migulanus

NRS-1137T Silvestre °

Aneurinibacillus
aneurinilyticus

NRS-1589 Silvestre 1

Brevibacillus

brevis

ATCC 8246 Silvestre 123

Paenibacillus

polymyxa

ATCC 842 Silvestre 14

Lysinobacillus

sphaericus

WHO 1883 Silvestre BGSC

Escherichia coli

DH5a SUpE44 lacU169 (¢80 lacZ D M115) hsdR17 recAl Coleccidn lab.
gyrA96 thi-1 relAl

C600 F tonA21 thi-1 thr-1 leuB6 lacY1 gIinV44 rfbC1 fhuAl A~ Coleccion lab.

Amp: ampicilina; Cm: cloranfenicol; Kan: kanamicina; Sp: espectinomicina; Er: eritromicina;
Ln: lincomicina

Las cepas de interés fueron congeladas a -80°C en tubos crioviales al 20% de

glicerol estéril a partir de un cultivo crecido durante toda la noche en medio LB.

1.2 — Plasmidos.

Los plasmidos utilizados en este trabajo de Tesis se listan en la tabla 11

Tabla I11. Pldsmidos utilizados en este trabajo.

Plasmido Caracteristicas relevantes Referencia
pCR-Blunt  vector para el clonado y secuenciacion de productos de PCR Invitrogen
II-TOPO

pGEMT- vector para el clonado y secuenciacion de productos de PCR Promega
easy
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Cecilia Mansilla,

ih . r :
pDesSp B. subtilis des::Sp' clonado en pBluescript comunicacion
personal

pJM114 Vector de integracion; Kan' Cita Perego
pJM134 Vector de integracion; Sp' Cita Perego
pJM116 Vector para generar fusiones transcripcionales al gen reportero lacZ. %

Al transformar B. subtilis se integra en el locus amyE; resistencias

Amp, MLS
pSG1154 Vector para crear fusiones traduccionales al extremo N terminal de 2

la proteina fluorescente verde. Al transformar B. subtilis se integra

en el locus amyE; resistencias Amp, Spc
pDH88 Vector integrativo de B. subtilis, Cm' 127
pORI-Cm Vector para generar deleciones génicas, Cm' 128
pHT315 Vector replicativo en bacterias Gram positivas. Er' 129
pLP6 Pspac::plsC clonado en pDH88, Cm' 130

pLC2983 pCR-Blunt [I-TOPO conteniendo un fragmento de 1479 pb Este trabajo
correspondiente al gen desA B. cereus y a la regién corriente arriba
del mismo.

pLC0400 pCR-Blunt [I-TOPO conteniendo un fragmento de 1433 pb Este trabajo
correspondiente al gen desB B. cereus y a la regién corriente arriba
del mismo

pLC2106 pCR-Blunt [I-TOPO conteniendo un fragmento de 1398 pb Este trabajo
correspondiente al gen desL B.licheniformis y a la region corriente
arriba del mismo

pLC2692 pCR-Blunt [I-TOPO conteniendo un fragmento de 1242 pb Este trabajo
correspondiente al gen desX B.licheniformis y a la region corriente
arriba del mismo

pJM2983 pJM116 conteniendo un fragmento de 1479 pb, correspondientes al Este trabajo
gen desA B. cereus mas 435 pb de la region corriente arriba del
mismo

pJM0400 pJM116 conteniendo un fragmento de 1433 pb, correspondientes al Este trabajo
gen desB B. cereus mas 324 pb de la region corriente arriba del
mismo

pJM2106 pJM116 conteniendo un fragmento de 1398 pb, correspondientes al Este trabajo
gen desL de B. licheniformis mas 323 pb de la regién corriente
arriba del mismo

pJM2692 pJM116 conteniendo un fragmento de 1242 pb correspondientes al Este trabajo
gen desX de B.licheniformis mas 180 pb de la regidn corriente arriba

del mismo

pLC77 pGEMT-easy conteniendo un fragmento de 352 pb correspondientes Este trabajo
a laregién promotora del gen desA de B. cereus

pLC60 pPGEMT-easy conteniendo un fragmento de 376 pb correspondientes Este trabajo
a laregién promotora del gen desB de B. cereus

pLC81 pPGEMT-easy conteniendo un fragmento de 336 pb correspondientes Este trabajo
a la regién promotora del gen desL de B. licheniformis

pJM77 pJM116 conteniendo un fragmento de 352 pb correspondientes a la Este trabajo
region promotora del gen desA de B. cereus

pJM60 pJM116 conteniendo un fragmento de 376 pb correspondientes a la Este trabajo
region promotora del gen desB de B. cereus

pJM81 pJM116 conteniendo un fragmento de 336 pb correspondientes a la Este trabajo
region promotora del gen desL de B.licheniformis

pLC100 pGEMT-easy conteniendo un fragmento de 628 pb correspondiente Este trabajo
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al extremo 5’ del gen desA unido a un fragmento de 583 pb
correspondiente al extremo 3’ del mismo
pLC101 pGEMT-easy conteniendo un fragmento de 615 pb correspondiente Este trabajo

al extremo 5’ del gen desB unido a un fragmento de 555 pb
correspondiente al extremo 3’ del mismo

pLC102 pLC100 conteniendo un casete de resistencia a Sp entre los Este trabajo
fragmentos corriente arriba y corriente abajo del gen desA
pLC103 pLC101 conteniendo un casete de resistencia a Kan entre los Este trabajo

fragmentos corriente arriba y corriente abajo del gen desB

pORI-CmSp pORI-Cm conteniendo las regiones corriente arriba y corriente Este trabajo
abajo del gen desA flanqueando un casete de resistencia a Sp

pORI- pORI-Cm conteniendo las regiones corriente arriba y corriente Este trabajo

CmKan abajo del gen desB flanqueando un casete de resistencia a Kan

pHT2983 pHT315 conteniendo un fragmento de 1479 pb correspondiente al Este trabajo
gen desA de B. cereus y a la region corriente arriba del mismo

pHT0400 pHT315 conteniendo un fragmento de 1433 pb correspondiente al Este trabajo
gen desB de B. cereus y a la region corriente arriba del mismo

1.3 — Oligonucleotidos.
Los oligonucleotidos empleados en este trabajo figuran en la tabla 1V.

Tabla 1V. Oligonucleotidos utilizados en este trabajo.

Nombre Secuencia® Restriccion
12 GCTTTTTAGACATCTAAATGTAGGTA -

13 AACAGTGAATTGGAGTTCGTCTTGTTATA -

41 ATTGGATCCTTTATTCTCCATTCGTG BamHI
42 GAAAAGCTTCTTATCGTCAGGCG HindIlI
43 CATAGGGATCCAGGGAGAGAG BamHI
44 ACTGCCTATTAGCATGCATTATG Sphl
53 CCGAATTCGCAATTATAGTTCAGATTTCAC EcoRlI
55 TCATTGCAAGAATTCATTAATTTTTACTG EcoRlI
60 GAATTCAATCCTTATGGAATCTATACA EcoRlI
61 GAATTCAGCAATACATCAACAGCAT EcoRlI
77 GAATTCGTGCAGTGTGGCTTCATC EcoRlI
78 AAGCTTCTAAGGTCATTGTTCTAATTC HindIII
80 AAGCTTGTGATACACGTGCTGCAT HindIII
81 GAATTCCTCCATTCGTGACATATGAA EcoRl
82 AAGCTTTGGTTTGTTCAGTCATAGTAAAG HindIII
92 AATATGTGAAAGCGGCAGTG -

93 CCCAAAGACGGAAACGTAGT -

94 GCAACAAATCACCGCTTAAA -

95 TTTTGTCATCGGCATCTCAT -

96 CCTTATCTTCAATGGCAGCA -

97 TTTCCGTCTTGCTCCTTTTT -

98 GTCAGCTCGTGTCGTGAGAT -

99 CGGTCTTGCAGCTCTTTGTA -

100 GGTCGCAAGACTGAAACTCA -
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101 ATCTCACGACACGAGCTGAC -

102 ACTGACAAACTTTTATAAGCAAGGTA -

103 ACGATTGTGTTGATCAGTTGCCAAA -

104 TTAATCCCGCCAATGCCACAAGC -

105 GCCAGTCCACCAAATAAACGAGTA -

106 CTAAAGTAAGGAGATAGGAGACATTGA -

107 AGGCAAGAAACCACAGTCCGAAGA -

108 CGACTGGAGCACGAGGACACTGA -

109 TCGGATCCAGAGGCAATTGTAGGG BamHlI
110 ATTCTCGAGGGTCATTGTTCTAATTCC Xhol
111 TCTCTCGAGGTGAAATCTGAACTATAATTG Xhol
112 GGATCCTGGGAAGTACATAACATTGA BamHlI
113 TTGTATGGTATGCGGATCAAAGC -

114 GAATTCTATCACTTGTCATTGTGGAAAC EcoRl
115 CTCGAGCTCCTTCATCCTTTTGCT Xhol
116 GAAAAGCTCGAGAAAAAAGTAAATCAGTAA Xhol
117 GAATTCATCCGTTGTTGTTTTCAC EcoRl
118 CAGCACCGATAATAGCAACTTTC -
Spc5’out AGATCCAAAAAGATAATCTCATG -
Spc3’out ATATTGAACAATTTTTGGGAAG -

®La secuencia se indica desde la posicion 5’ a 3’. Las bases subrayadas corresponden al sitio de restriccion
presente en el oligonucledtido.

2 — Medios y condiciones de cultivo.

Las cepas de E. coli, B. subtilis, B. cereus, Brevibacillus brevis, Aneurinibacillus
migulanus, Aneurinibacillus aneurinilyticus, Paenibacillus polymyxa, Lysinobacillus
spahericus y B. licheniformis se cultivaron a 37 °C (a excepcion que se indique lo
contrario) en medios liquidos con agitacioén o bien en medios sélidos. Para la obtencion de

estos ultimos se adiciond agar al 1,5 % al respectivo medio liquido.

Medios de cultivo

Sales de Spizizen (SPI) 10X, su composicién cada 100 ml es la siguiente ***:

(NH4)2804 24

K2HPO, 14 g
KH,PO, 6 g
Nascitrato.2H,0 1g

Medio minimo (MM), cada 100 ml contiene:
SPI1 10X 10 ml SP1 1X
Glucosa 50 % 1ml
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FeCl,.6H,0 100 X 1ml
Trazas minerales 100X 1ml
MgSO, 1M 100 pl

Suplementado con los AA requeridos para cada cepa en particular.

Trazas minerales, utilizadas para la preparacion de medios minimos. Contiene los

siguientes compuestos por litro de solucion:

MgCl,.6H,0 125 mg
CaCl, 5,5 mg
MgCl,.4H,0 1mg
ZnCl, 1,7 mg
CuCl,.2H,0 0,43 mg
CoCl,.6H,0 0,6 mg
Na;Mo00,.2H,0 0,6 mg

Luria Bertani (LB)

Triptona 10,0g/1
Extracto de levadura 509/l
NaCl 509/l

Bacto Caldo de Soja Triptica (TSB)

Digerido pancreético de caseina 17 g/l

Digerido papainico de soja 39/
Dextrosa 2,59/l
Cloruro de sodio 59/l
Fosfato dipotasico 2,5 g/l

Medios de transformacién de B. subtilis

GMI su composicion es la siguiente:

Glucosa 0,5 % p/v

CAA 0,02 % p/v
Triptofano 0,05 mg/mi
Fenilalanina 0,05 mg/ml
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Extracto de levadura
MgSO,
Sales SPI 10X

GMII se compone de:

Glucosa

CAA
Triptofano
Fenilalanina
MgSQO4

CaCl,

Sales SPI 10X

Medio de recuperacion (SOC), su composicién por litro es **2:

Bacto-triptona
Extracto de levadura
NaCl

KCI

MgCl,

Glucosa

0,01 % p/v
5 mM
c.s.p. 1X

0,5 % p/v
0,02 % p/v
0,05 mg/ml
0,05 mg/ml
5 mM

0,04 mM
c.s.p. 1X

2

209
59
05¢g
0,186 g
0,95¢
3,640

Medios de transformacién de B. cereus

Medio de electroporacion, se compone de:

Sacarosa
Hepes
MgCl,
Glicerol
H,O

250 mM
1mM
1mM
10%

c.s.p.

Medio de recuperacién, se compone de:

Sacarosa
MgClz
MgSO,

250 mM
5mM
5mM
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TBS C.S.p.

Antibidticos, inductores y suplementos
Los suplementos e inductores se agregaron a los medios de cultivos correspondientes en

las siguientes concentraciones:

Xilosa 0,1%
Aminoéacidos 0,01 %
IPTG 0,5 mM

Los ATB se agregaron a los medios de cultivos correspondientes en las concentraciones
que se muestran en la Tabla V.

Tabla V. Concentracion de antibidticos empleadas.

ATB E. coli (pg/ml) B. subtilis (ug/ml)  B. cereus (ug/ml)
Ampicilina (Amp) 100 - -
Cloranfenicol (Cm) 7,5 5 7,5
Kanamicina (Kan) - 5 10
Espectinomicina (Sp) - 100 100
Eritromicina (Er) - 1 25
Lincomicina (Ln) - 25 -

3 - CURVAS DE CRECIMIENTO.

Las curvas de crecimiento se realizaron inoculando medio liquido a una DO a 600
nm (DOggo) de 0,1 con las correspondientes cepas bacterianas, a partir de colonias aisladas.
El volumen de medio de cultivo en ningln caso supero la quinta parte del volumen del
recipiente. Se utilizaron bafios termostatizados a 25, 30, 37 0 42°C segun se indique y
agitacion vigorosa. El crecimiento del cultivo fue monitoreado midiendo la DO del mismo
a 600 0 525 nm, segun se especifica en cada caso.

Las curvas realizadas para la determinacion del fenotipo de crecimiento en medio
liquido de B. cereus, B. licheniformis, P. polymyxa, A. migulanus, A. aneurinilyticus, B.
brevis y L. sphaericus se realizaron a 37°C en diferentes medios, segun se indica en cada
caso, en microplaca utilizando el equipo automatizado Synergy®, con agitacion fuerte y
continua, determinando la DOgqo cada 0,5 h. Se realiz6 un in6culo de modo de obtener una
DOgoo inicial de 0,1 a partir de un cultivo crecido toda la noche en el mismo medio en un

bafio termostatizado a 37°C con agitacion.
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4 — Técnicas de biologia molecular.
4.1 — Extraccion de &cidos nucleicos.
4.1.1 — Extraccién de ADN cromosomal.

La extraccion de ADN de alto peso molecular de B. subtilis, B. cereus y B.
licheniformis se realiz6 siguiendo dos técnicas diferentes. Por un lado el cultivo liquido de
la cepa de interés se incubd con agitacion a 37 °C durante 14 horas en LB. Las células se
recolectaron por centrifugacion (3000 rpm, 10 min, 4 °C), luego se lavaron 2 veces con
PBS (pH 7.2-7.4) y resuspendieron en 10 ml del mismo. A continuacion, se centrifugaron
las células hasta obtener un sobrenadante (SN) limpido y el pellet se resuspendi6 en 500 pul
de sacarosa 25% en TEN. Posteriormente se realizé un tratamiento con lisozima (5 mg/ml)
durante 2 h a 37°C en bafio de agua con agitacion frecuente. A la preparacién se le agreg6
proteinasa K (1 mg/ml) y se incubé 30 min adicionales a 37 °C, para luego agregarle
Sarkosyl 10% en TENS e incubar 2h a 55°C. Luego se agregdé NH;Ac 2.5M y se dejo
precipitando toda la noche en la heladera. Posteriormente el ADN se precipitd con dos
volimenes de etanol absoluto frio y se recupero de la interface enroscandolo en una varilla
de vidrio. Se lavé el ADN con EtOH 70% v/v y tras evaporar el EtOH se resuspendio en
H,0 destilada y se dejo hidratando toda la noche.

Como metodo alternativo se utilizo el kit DNAzol (Life Technologies), siguiendo

las especificaciones del proveedor.

4.1.2 — Obtencion de ADN plasmidico.
El ADN plasmidico se obtuvo a partir de las cepas de E. coli de interés utilizando

los reactivos Wizard® Plus SV Minipreps-DNA Purification System (Promega).

4.1.3 — Obtencién de ARN total.

El ARN se obtuvo a partir de las cepas de B. cereus y B. licheniformis de interés
utilizando los reactivos Quick-Zol (Kalium) y Direct-Zol (Zymo Research). Brevemente,
cuando los cultivos alcanzaron la DOgq indicada en cada caso, las células se recibieron en
tubos falcon conteniendo metanol frio, se centrifugaron y se lavaron con tampon TE.
Luego se resuspendieron en 750 pl de Quick-Zol. La disrupcion de las células se realizd
con Bioruptor en las siguientes condiciones: potencia: alta; tiempo total: 7,5 min; pulsos:

15 seg ON — 15 seg OFF. Luego se guardaron los tubos a -80°C durante toda la noche. Al
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dia siguiente, para finalizar con la extraccion, se siguieron las especificaciones del

proveedor del kit Direct-Zol.

Para evaluar la calidad y cantidad del ARN obtenido se realizaron medidas de
absorbancia a 230, 260 y 280 nm. A continuacion se sembraron 3,5 ug de ARN en un gel
de agarosa al 1% utilizando el sistema tipo submarino *** para evaluar la integridad del
ARN.

4.2 — Reaccidn en cadena de la ADN polimerasa.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en el siguiente medio de reaccion para un
volumen final de 50 pl: tampodn taq polimerasa 1X, MgCl, 2,5 mM, dNTPs 0,05 mM cada
uno, oligonucledtidos 0,4 uM cada uno, 2,5 U de taq polimerasa o pfu polimerasa. Se
utilizaron los termocicladores Gene Amp (Parkin-Elmer, Shelton, CT, EEUU) o My Cycler
(BioRad, EEUU).

Reaccion en cadena de la ADN polimerasa (PCR) a partir de colonia.

Las colonias de E. coli o B. subtilis de interés se picaron con un palillo de madera y
se resuspendieron en 40 pl de agua destilada en tubos de propileno de 500 pl. Para romper
las células, las mismas se mantuvieron a 98°C durante 8 min. Posteriormente se
centrifugaron los tubos durante 10 min a 7000 rpm con el fin de separar los sedimentos
celulares. Como molde para las reacciones de PCR se tomaron 5ul del sobrenadante de
cada uno de los tubos. El volumen final de reaccion fue de 25 pl.

El programa de PCR utilizado para los dos metodos de PCR antes descriptos fue:

1) Desnaturalizacion: 4 min a 95°C
2) Amplificacion:
1 mina 94°C
30 ciclos de < 1 mina 52°C
1 mina72°C
3) Extension final: 10 min a 72°C

4.3 — Electroforesis en geles de agarosa.

La separacion, purificacién e identificacion de moléculas de ADN se realiz
mediante electroforesis en geles de agarosa utilizando el sistema tipo submarino **. Se
usaron concentraciones de agarosa de 0,6, 0,8, 1y 3,5 % p/v en buffer TAE 0,5X (TAE
50X: Tris-acetato 2 M pH 8,0, EDTA 50 mM pH 8,0) y Gel Green 1X para visualizar el
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ADN. Las muestras se sembraron en una proporcion 9:1 con solucion de siembra 10X para
ADN (Azul de bromofenol 0,25 % p/v, Xilene cyanol 0,25 % p/v, Glicerol 30 % v/v). La
corrida se llevo a cabo en buffer TAE 1X, con una intensidad de corriente de 100 mA. Se

utiliz6 1 pg de ADN del fago A digerido con Hind Il o con Bst EIl como marcador de
tamafio molecular. La visualizacion de la fluorescencia se realizé con un transiluminador
de luz azul (UVP modelo M-20, potencia 48W). La imagen se digitalizé con el equipo
B1O-RAD Gel Doc 1000 y el programa Molecular Analyst 1.4.1 (BioRad)
Recuperacion de los &cidos nucleicos.

Las bandas de interés de los geles de agarosa se cortaron usando un bisturi estéril.
Cada porcion recuperada se colocé en un tubo eppendorf de 1,5 ml y se utiliz6é el kit
comercial QIAEX® Il Gel Extraction Kit (Qiagen) para recuperar los acidos nucleicos.

4.4 — Tratamiento con enzimas de restriccion, fragmento Klenow y ligacion de ADN.

Para el tratamiento con enzimas de restriccion, el tiempo, la temperatura y la
solucion de corte usados fueron los recomendados por los proveedores de las enzimas. Se
utilizo6 una concentracion de ADN de 0,02-0,04 pg/ul, una concentracion de enzima de 0,1-
0,2 U/ul. Los volimenes de reaccion fueron de 25 a 50 pl.

El rellenado de extremos 3’ de fragmentos de ADN se llevd a cabo con el
fragmento Klenow siguiendo las especificaciones del proveedor.

Las ligaciones de los vectores y fragmentos cortados con endonucleasas de
restriccion con extremos cohesivos se hicieron siguiendo las indicaciones del proveedor de

la enzima ADN ligasa T4 (Promega). Las reacciones se hicieron a volumen final de 10 pl.

4.5 — Secuenciacion de nucleétidos.

Las secuencias de nucleétidos se determinaron en el servicio de secuenciacion de la
Universidad de Maine (Estados Unidos). El analisis de las secuencias se realizé utilizando
el programa SeqMan Il (DNASTAR Inc.).

4.6 — Transformacién de células competentes.
4.6.1 — Transformacion de B. subtilis.

Bajo determinadas condiciones metabdlicas, B. subtilis adquiere la capacidad de
tomar ADN exo0geno, es decir, un estado de competencia natural. Este estado se alcanza en

una etapa determinada del crecimiento bacteriano, generalmente en fase logaritmica tardia
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y depende de las condiciones nutricionales y de aireacién del medio de cultivo. Los

métodos de transformacion utilizados estan disefiados de manera tal que el cultivo alcance
este estado. Para transformar B. subtilis se sigui6 el método descrito por Dubnau **. La
cepa de interés se cultivd durante toda la noche en medio liquido LB, a 30°C, con
agitacion. Al dia siguiente, con 50 pl de este cultivo, se inocularon 2,5 ml de medio GMI y
se cultivaron durante 5 h a 37°C con agitacion. Posteriormente se realizé una dilucion 1/10,
en un volumen final de 1 ml, en medio GMII y se adicion6 el ADN. En caso de ser
necesario, el ADN se linealiz6 con una enzima de restriccion adecuada. El cultivo se
mantuvo 1 h y media con agitacién a 37°C y luego se sembré en medio sélido LB

selectivo.

4.6.2 — Transformacion de E. coli.

A diferencia de B. subtilis, E. coli no adopta un estado de competencia natural por
lo que, para ser transformadas con ADN plasmidico, las células deben ser convertidas en
células competentes. Para preparar células de E. coli DH5a en estado de competencia, se
largo un cultivo en medio LB de las mismas. Al dia siguiente se realizo una dilucion hasta
alcanzar una DOggo = 0,1 en un volumen final de 100 ml. Cuando el cultivo alcanzé una
DOgoo entre 0,4 y 0,6, el mismo se coloco en hielo durante 10 min. Luego se centrifugo a
4°C durante 10 min a 5000 rpm. El sobrenadante se descarta y el pellet se resuspende en 32
ml de buffer TE. Se realiz6 una incubacién de 10 min en hielo y se vuelvié a centrifugar a
4°C durante 10 min a 6000 rpm. EI SN se descartd y el pellet se resuspendié en 8 ml de
buffer TE. Se incubé 10 min en hielo y se fracciond en tubos de polipropileno con un
volumen final de 300 ul. Las alicuotas se conservaron a -70°C para su posterior uso o bien
se usaron inmediatamente. Las células competentes se transformaron con ADN plasmidico
de la siguiente manera: se colocaron 100 ul de bacterias competentes en presencia del
ADN, se incubaron 20 min en hielo, 1 min a 44°C y 20 min en hielo y luego se sembraron

en medio solido LB selectivo.

4.6.3 — Transformacion de B. cereus.

Para transformar B. cereus se siguié el método descrito por Turgeon **, al cual se
le realizaron algunas modificaciones con el objetivo de mejorar la eficiencia de
transformacion. La cepa de interés se cultivo durante toda la noche en medio liquido TSB,

a 30°C, con agitacién. Al dia siguiente, se inoculé medio liquido TSB nuevo a una DOggo =
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0,1. Cuando el cultivo alcanz6 una DOggo = 0,4 se agrego sacarosa 250 mM y se incubd 1 h

mas a la misma temperatura. Luego se recolectaron las células por centrifugacion (15 min
a 6000 rpm) y el pellet se lavo 5 veces con medio de electroporacion. Luego las células se
resuspendieron en un volumen de medio de electroporacion de manera que quedaron
concentradas 150 veces con respecto al cultivo inicial. Para la transformacién se utilizaron
100 pl de células que se pusieron en cubeta de electroporacion junto con el ADN y 100 pl
glicerol 10%. El programa empleado emite un pulso de 1,8 kV en un tiempo de 2,5 mseg.
A continuacién se agregd 1 ml de medio de recuperacion, se incub6 4 h a 30°C y se sembré
en medio s6lido TSA con 7,5 pg/ml de Cmy se incub6 48 h a 30°C.

5 — Construccién de plasmidos y cepas de B. subtilis.
5.1 — Fusiones transcripcionales al gen lacZ.

Para construir las cepas que poseen fusiones de los promotores de los genes de las
desaturasas al gen reportero lacZ se utilizé el vector pJM116 2 que contiene el gen
spoVG-lacZ carente de promotor entre dos fragmentos del gen de B. subtilis, amyE, y el
gen cat que confiere resistencia al ATB Cm. Los vectores de integracion pJM77, pJM60 y
pJM81 se construyeron mediante el clonado de un fragmento de PCR de 352 pb de la
region promotora del gen desA amplificado por PCR usando los oligonucelétidos 77 y 78;
un fragmento de 376 pb correspondiente a la regién promotora del gen desB amplificado
por PCR utilizando los oligonucle6tidos 60 y 80 y un fragmento de 336 pb de la regién
promotora del gen desL amplificado usando los oligonucledtidos 81 y 82 (Tabla 1V),
respectivamente, en el sitio de maltiple clonado del vector pJM116. EI ADN molde para
las reacciones de PCR fue ADN gendémico de las cepas salvajes de B. cereus y B.
licheniformis. Luego de su separacion mediante electroforesis en gel de agarosa, cada
fragmento fue ligado en el vector pPGEM®T-easy obteniendo los plasmidos pLC77, pLC60
y pLC81 (Tabla Ill). Con la mezcla de ligacién se transformaron células de E. coli
competentes y se sembraron en placas selectivas. Debido a que el vector posee los sitios de
hibridacion para los oligonucleotidos de los bacteriofagos T7 y SP6, se enviaron clones
para su secuenciacion y el andlisis de las secuencias se realizé con el programa Segman Il
(DNAStar). Una vez que se comprobé la correcta secuencia de los clones, se extrajo el
fragmento del vector P GEM®T-easy mediante digestion con las enzimas que corresponden
en cada caso, para su subsiguiente ligacion en el vector pJM116 previamente tratado con

las mismas enzimas de restriccion y con la enzima fosfatasa alcalina del fago T4. A
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continuacion se transformo la cepa de B. subtilis JH642, obteniéndgse las cepas LSC78,
LSC61 y LSC82 (Tabla I1). También se transformo la cepa LC5 de B. subtilis obteniéndose
las cepas LSC77, LSC60 y LSC81 y finalmente, al transformar la cepa de B. subtilis
LSC204, se obtuvieron las cepas LSC79, LSC62 y LSC83. La integracién exitosa en el

locus amyE por recombinacion homologa fue corroborada mediante la seleccion de
bacterias resistentes a Cm; y fue confirmada mediante la aparicion del fenotipo amilasa
negativo en células sembradas en placas de LB agar conteniendo almidén soluble. Para la
construccion de la cepa de B. subtilis LSC204 se transformd la cepa LC81 que tiene
interrumpido el operdn desK-desR por un casete de resistencia a Kan con el plasmido

pDesSp que posee el gen des interrumpido por un casete de resistencia a Sp.

5.2 — Construccion de las cepas de B. subtilis que expresan las desaturasas de B.
cereus y B. licheniformis.

Se amplificaron las secuencias de los genes desA y desB de B. cereus ATCC 14579
méas la region corriente arriba de los mismos (1479 pb y 1433 pb, respectivamente),
utilizando los oligonucleotidos 53 y 61 para el gen desA y 55 y 60 para el gen desB (Tabla
IV). Ademas, se amplificaron las secuencias de los genes desL y desX de B. licheniformis
ATCC 14580 mas la region corriente arriba de los mismos (1398 pb y 1242 pb,
respectivamente), utilizando los oligonucleotidos 41-42 y 43-44, respectivamente. (Tabla
V). Cada fragmento se purifico y clond en el vector pCR-Blunt II-Topo (Invitrogen),
obteniéndose los plasmidos pLC2983, pLC0400, pLC2106 y pLC2692 (Tabla Ill). Luego
de corroborar la correcta secuencia de cada fragmento, los mismos se cortaron de los
vectores con las correspondientes enzimas de restriccion y se ligaron en el vector pJM116
125 digerido con las mismas enzimas. Los plasmidos recombinantes pJM2983, pJM0400,
pJM2106 y pJM2692, conteniendo los genes de las desaturasas bajo el control
transcripcional de sus propios promotores, se usaron para transformar la cepa de B. subtilis
LC5. Luego de llevar a cabo la seleccién en placas de LB con Kan 5 pl/mly Cm 5 ul/ml,
se aislaron las cepas recombinantes LSC2983, LSC0400, LSC2106 y LSC2692 (Tabla II).
La correcta integracion en el locus amyE de B. subtilis se confirmd por la aparicion del

fenotipo amilasa negativo en placas de LB-almiddn.
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5.3 — Construccidn de cepas deficientes en los dadores de electrones.

Para caracterizar los dadores de electrones de las desaturasas de B. cereus y B.
licheniformis se usaron las cepas de B. subtilis L43, deficiente en Fd y la cepa LSC28, que
no sintetiza Fd y expresa condicionalmente el operén ykuNOP °*. En primer lugar se
transformaron las cepas L43 y LSC28 con el plasmido pDesSp de manera de interrumpir el
gen des de B. subtilis generando las cepas LSA43 y LSA28, respectivamente (Tabla II). A
continuacion, se transformaron ambas cepas con los plasmidos que expresan los genes de
las desaturasas de B. cereus y B. licheniformis bajo sus propios promotores (plasmidos
pJM2983, pJM0400 y pJM2106). Luego de seleccionar con Cm 5 ug/ml, se aislaron las
cepas recombinantes LSA4383, LSA4300, LSA4321, LSA2883, LSA2800 y LSA2821
(Tabla I1). La correcta integracion en el locus amyE de B. subtilis se confirmé por la
aparicion del fenotipo amilasa negativo en placas de LB-almiddn. Para inducir la expresion
del operon ykuNOP se agregd IPTG (isopropyl-p-D-thiogalactopyranoside) a una
concentracion final de 0,5 mM. Los experimentos con estas cepas se llevaron a cabo como

se describié anteriormente %,

5.4 — Construccion de las cepas LSC16, LSC17 y LSC18 de B. subtilis.

Para construir las cepas LSC16, LSC17 y LSC18 de B. subtilis, en primer lugar se
transformaron las cepas MA2983, MA0400 y MA2106 que expresan condicionalmente los
genes desA, desB y desL bajo el promotor Pxil, con el plasmido pLP6 **°, derivado del
vector pMUTIN, que posee el sitio de union al ribosoma y la region 5° del gen plsC bajo el
control transcripcional del promotor inducible spac (Pspac). Este plasmido se integra en el
cromosoma de la bacteria mediante un simple evento de recombinacién homdloga,
generando las cepas LSC16, LSC17 y LSC18, respectivamente (Tabla I1). Esta estrategia
deriva en una expresion condicional del gen plsC; en ausencia de IPTG cesa la sintesis de
FL pero continda la sintesis y, por consiguiente, la acumulacién de AG **°. Se expresaron
las desaturasas adicionando xilosa (Xil) al medio de cultivo a una concentracién final de
0,8% y el gen pIsC se expres6 mediante el agregado de IPTG al medio de cultivo a una

concentracion final de 0,5 mM.
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6 — Construccion de plasmidos y cepas de B. cereus.
6.1 — Interrupcion de los genes que codifican las desaturasas.

Para generar la interrupcién en el gen desA de B. cereus, se amplificaron por PCR
un fragmento de 628 pb (conteniendo los primeros 14 pb del gen desA mas 614 pb
ubicados corriente arriba de dicho gen) con los oligonucledtidos 109 y 110 y un fragmento
de 583 pb (conteniendo los Gltimos 26 pb del gen desA mas los 557 pb ubicados corriente
abajo de dicho gen), utilizando los oligonucledtidos 111 y 112. Los fragmentos se ligaron y
clonaron en el vector pGEMT-easy, generando el plasmido pLC100 (Figura 11). De la
misma manera, para interrumpir el gen desB de B. cereus se amplificaron por PCR un
fragmento de 615 pb (conteniendo los primeros 14 pb del gen desB méas 601 pb ubicados
corriente ariba de dicho gen) con los oligonucle6tidos 114 y 115 y un fragmento de 555 pb
(conteniendo los ultimos 29 pb del gen desB mas los 526 pb ubicados corriente abajo de
dicho gen), utilizando los oligonucleodtidos 116 y 117. Ambos fragmentos se ligaron y
clonaron en el vector pPGEMT-easy, generando el plasmido pLC101. Luego de secuenciar
y corroborar la correcta secuencia de los fragmentos ligados, se digirieron los plasmidos
pLC100 y pLC101 con la enzima de restriccion Xhol, la cual separa los fragmentos ligados
entre si. A continuacion se rellenaron los extremos generados por el corte con el fragmento
de Klenow para generar extremos romos. Por otro lado, se escindio del plasmido pJM134
el casete de resistencia a Sp utilizando la enzima de restriccion EcoRV (Figura 11). El
casete de resistencia a Kan del plasmido pJM114 se obtuvo cortando con las enzimas
BamHI y Hindlll. Los extremos 5’ se rellenaron con la polimerasa Klenow. Los casetes de
resistencias a Sp y Kan se clonaron en los plasmidos pLC100 y pLC101 generando los
plasmidos pLC102 y pLC103, respectivamente. De dichos plasmidos se cortaron los
fragmentos completos conteniendo las regiones corriente arriba y corriente debajo de cada
flanqueando el correspondiente casete de resistencia con las enzima BamHI (pLC102) y
corte parcial con EcoRI (pLC103), respectivamente. Los dos fragmentos se clonaron en el
plasmido pORI-Cm cortado también con las mismas enzimas, generando los plasmidos
pORI-CmSp y pORI-CmKan (Figura 11). Dichos plasmidos primero se amplificaron en la
cepa de E. coli C600 y luego se utilizaron para transformar B. cereus. El protocolo de

transformacion utilizado se describié anteriormente (4.6.3 — Transformacién de B. cereus).
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Figura 11. Esquema de la estrategia utilizada para la construccion del plasmido pORI-CmSp
para la generacion de la cepa LCER2983. Se construyd un plasmido para generar una mutante
por interrupcion en el gen desA de B. cereus. Este se utilizé para transformar la cepa salvaje ATCC
14579. Carr: corriente arriba; Cab: corriente abajo.
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Luego de la transformacion, células de las colonias obtenidas, se cultivaron en

medio liquido TSB en presencia de Cm durante 4h a 30°C y después se pasaron a incubar
durante toda la noche a 42°C. Esto hace que el vector se integre porque no se puede
replicar, debido a que el origen de replicacion que posee es termosensible y, por otro lado,
no se pierde de la célula porque hay Cm en el medio de cultivo. Al dia siguiente se diluyo
1/2000 veces el cultivo en TSB liquido fresco en ausencia de Cm, se reincubd 4h a 30°C y
se dejo nuevamente toda la noche a 42°C. La incubacion a 30°C hace que el vector
integrado se escinda ya que puede volver a replicarse y a 42°C hace que se pierda de la
célula ya que no hay Cm en el medio. Si se escinde por el lado opuesto al que se integré se
llevara el gen de interés, el cual serd interrumpido por la resistencia a Sp o Kan, generando
la cepa mutante; en cambio, si se escinde por donde se integrd, se llevara el gen de
resistencia al ATB, volviendo a ser una cepa salvaje. Al dia siguiente, se hicieron
diluciones seriadas del cultivo en medio liquido TBS, se sembraron en medio sdlido TSA'y
se incubaron durante toda la noche a 37°C. A continuacion, las colonias obtenidas se
repicaron, por la técnica de réplica en placas, en placas de medio solido TSA conteniendo
Sp o Kan (para desA o desB, respectivamente), Cm y sin ATB. Las cepas mutantes deben
crecer en Sp o Kan y en placa sin ATB y no en Cm. Las placas se incubaron ON a 37°C.
Finalmente se congelaron células provenientes de colonias que hubieran crecido en medio
con Sp o Kan, dependiendo del vector utilizado en la transformacion, y que no hubieran
crecido con Cm.

De esta manera se obtuvieron las cepas de B. cereus LCER2983, mutante en el gen
desA y LCER0400, mutante en el gen desB. A su vez se transformo la cepa LCER2983 con
el plasmido pORI-CmKan obteniéndose la cepa de B. cereus doble mutante LCER2904.

A fin de corroborar las deleciones generadas se realizaron reacciones de PCR con
los oligonucledtidos SpcS’out o Spc3’out y el 113 para el gen desA y con los
oligonucléotidos 12 6 13y el 118 para el gen desB.

6.2 — Complementacién de las cepas mutantes.
Para complementar las cepas LCER2983 y LCERO0400 se utilizé el vector

replicativo pHT315 %

gue posee un numero de copias de 15 £ 5 por cromosoma y un
casete de resistencia a Er. Para complementar la cepa LCER2983 se cortd del plasmido
pJM2983 el fragmento correspondiente al gen desA y la regién corriente arriba del mismo

utilizando la enzima de restriccion EcoRI y se clond en el vector pHT315 cortado con la
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misma enzima, obteniéndose el plasmido pHT2983 (Tabla I11). El mismo se amplifico en

E. coli C600 y posteriormente se utilizé para transformar la cepa de B. cereus LCER2983,
obteniéndose la cepa LCER2983C (Tabla Il). En el caso de la cepa LCER0400 se cortd el
fragmento correspondiente al gen desB y la region corriente arriba del mismo del plasmido
pJM0400 con la enzima de restriccion EcoRl y se clon6 en el vector pHT315,
obteniéndose el plasmido pHT0400, que fue amplificado en E. coli C600 y utilizado para
transformar la cepa LCER0400 generandose la cepa LCER0400C (Tabla II).

7 — Ensayos de actividad enzimatica.
7.1 — Determinacion de actividad B-galactosidasa en B. subtilis.

Se cultivaron las cepas de B. subtilis que contienen la fusion al gen lacZ en MM en
cada caso suplementado con los ATB correspondientes, durante toda la noche a 37°C con
agitacion. Al dia siguiente las células se utilizaron para inocular MM fresco suplementado
con los ATB adecuados para lograr obtener una DOggo = 0,1. Las muestras para realizar las
mediciones de actividad B-galactosidasa fueron tomadas a diferentes tiempos durante el
crecimiento de las cepas. El ensayo de actividad B-galactosidasa se realizd segun una
adaptacion del método descrito por Miller ***. Los precipitados bacterianos obtenidos en la
toma de muestras fueron resuspendidos en determinados volimenes de buffer Z (Na;HPO,4
60 mM, NaH,PO, 40 mM, KCI 10 mM, MgSO, 1 mM y B-mercaptoetanol 50 mM). Se
tomaron alicuotas, se colocaron en tubos eppendorf y se ajustd el volumen a 130 pl con
buffer Z. Se le agregaron 10 ul de lisozima (2 mg/ml) y se incubd durante 5 min a 37°C.
Luego se agregaron 10 ul de Triton X100 al 2% y 20 pl de ONPG (4,5mg/ml). Los tubos
se transfirieron a estufa a 30°C durante exactamente 15 min. La reaccion se detuvo con 30
ul de Na,CO3 1,2 M. Se determind la DO a 420 nm. La actividad especifica se expresé en
unidades Miller (UM). La férmula para el calculo de las unidades Miller, adaptada de la
formula original, es la que se indica a continuacion:

UM = (DOg4z X 66,7) / (DOs25 x ml usados).
Se realizaron tres experimentos independientes, en cada uno de los cuales se

hicieron las determinaciones por triplicado.

7.2 — Ensayo de actividad a-amilasa.
El fenotipo amy- se detectd haciendo estrias de las cepas en estudio en placas de

LB-agar conteniendo 1% p/v de almidon soluble. Después de 48 h de incubacion, se
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colocaron 5 ml de reactivo de lugol (0,5% p/v I, y 1% p/v KI) sobre la superficie de la

placa de Petri. Después de 1 min el colorante fue descartado y se observo la formacion de
halos transparentes alrededor de las colonias amy+, mientras que las colonias amy- no

formaban el halo.

8 — Andlisis de lipidos.
8.1 — Crecimiento y marcacion de cultivos con precursores radioactivos.

Las cepas JH642, LC5, LSC2983, LSC0400, LSC2106, LSC2692, B. cereus ATCC
14579, B. licheniformis ATCC 14580, A. aneurinilyticus, A. migulanus, B. brevis, P.
polymyxa y L. sphaericus fueron cultivadas en MM con los suplementos requeridos en
cada caso durante toda la noche a 37°C. Al dia siguiente se inocul6 MM fresco a una DOgoo
= 0,1 con las correspondientes cepas bacterianas y se continué la incubacion a 37°C.
Cuando los cultivos alcanzaron una DOggo = 0,4 se tomaron dos alicuotas de 2 ml cada una
y se les agreg6 0.2 pCi/ml de [**C]-palmitato (58 mCi/mM). Una de las alicuotas se sigui6
incubando a 37°C y la otra se transfiri6 a un bafio a 25°C. Ambas fracciones se
mantuvieron a dichas temperaturas durante 2 h y una vez que finalizé este lapso de tiempo
se procedio a la extraccion y separacion de los lipidos.

Por otro lado, alicuotas de 2 ml de cultivos en MM de A. migulanus se marcaron
con 1 uCi/ml de [*C]-acetato durante 2 h a 25°C para luego extraer y separar los lipidos.

Las cepas de B. subtilis LSC16, LSC17 y LSC18 se cultivaron durante toda la
noche a 37°C en MM suplementado con 0,8% de Xil, 0,5 mM IPTG y los correspondientes
ATB. Al dia siguiente, las células se diluyeron a una DOggo = 0,1 € incubaron en MM con
Xil, con y sin IPTG. Cuando los cultivos sin inductor alcanzaron una DOgy = 0,4-0,5
dejaron de crecer debido a la ausencia de PIsC. En este momento, tanto los cultivos con y
sin inductor se marcaron con 1 pCi/ml de [**C]-acetato por 3 h a 37°C **. Luego de la
incubacién, se extrajeron los lipidos por el método de Bligh y Dyer ** y se analizaron en
placas de Silica Gel (Analtech) utilizando la mezcla de solventes éter de
petréleo/dietileter/acido acético (70/30/2, vol/vol/vol) para separar los lipidos neutros. Las
marcas correspondientes a los FL y AG libres se removio de las placas y se convirtieron
dichos compuestos a metil ésteres de acidos grasos (MEAG) adicionando 1,5 ml de
metanol, 0,5 ml de &cido sulfurico concentrado e incubando 2 h a 80°C. Los MEAG se

separaron en placas de Silica Gel G (0,5 mm espesor, Analtech).
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Las cepas de B. subtilis LSA4383, LSA4300 y LSA4321 se cultivaron durante toda
la noche a 37°C en MM suplementado con metionina, isoleucina y valina (MIV) de manera

de evitar la fase de latencia prolongada observada en la cepa de B. subtilis L43 %. Al dia
siguiente las células se diluyeron 1:10 en MM-MIV fresco, se crecieron hasta la mitad de
la fase exponencial y se marcaron con 0.2 pCi/ml de [*C]-palmitato (58 mCi/mM) a 25°C
durante 2 h. Luego se extrajeron y separaron los lipidos marcados.

Las cepas de B. subtilis LSA2883, LSA2800 y LSA2821 se cultivaron durante toda
la noche en MM-MIV suplementado con 0,5 mM IPTG. Al dia siguiente, las celulas se
lavaron dos veces y se diluyeron 1:10 en MM-MIV fresco sin inductor. A tiempos
determinados, se tomaron alicuotas de 2 ml y se marcaron con 0.2 pCi/ml de [*C]-
palmitato (58 mCi/mM) a 25°C durante 2 h. Luego de 4 h de estar frenado el crecimiento
debido a la ausencia del operdn ykuNOP se agrego 0,5 mM IPTG. Las células se incubaron
2 h méas y se marcaron alicuotas de 2 ml como se describi6 anteriormente . Los lipidos de

todas las fracciones se extrajeron y separaron.

8.2 — Extraccion de lipidos.
Para la extraccion de los lipidos totales de todas las cepas utilizadas en este trabajo

se siguio la técnica desarrollada por Bligh y Dyer **.

8.3 — Preparacion de metil ésteres de acidos grasos.

El extracto lipidico obtenido mediante la técnica de Bligh y Dyer primero se secé
por corriente de N, y la reaccion de transesterificacion se llevdo a cabo mediante el
agregado de 0,5 ml metoxido de sodio anhidro 0,5 M. Luego de 30 min a temperatura
ambiente se agregd 1 ml de HCI 2N y se procedid a la extraccion de los MEAG con el

agregado de 2 ml de hexano.

8.4 — Produccion de aductos dimetildisulfuro.

Para obtener los derivados dimetildisulfuro (DMDS), se prepar6 una mezcla de 3
ml de DMDS y 40 mg de |,. De dicha mezcla se tomaron 300 pl y se agregaron a un tubo
conteniendo los derivados MEAG de las muestras deseadas, previamente secados con una
corriente de Nj. Se incubd durante 30 min a 35°C y luego se agregé 1 ml de la mezcla

hexano — éter 1:1. A continuacién se adicioné 1 ml de una solucion de Na,S,0; al 10%
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p/v, se centrifugé para separar las fases y se recuperd el sobrenadante. Finalmente se

secaron las muestras con una corriente de N».

8.5 — Separacién de fracciones lipidicas.
8.5.1 — Cromatografia en capa delgada (TLC).

Los MEAG se separaron en las fracciones saturados e insaturados por
cromatografia de capa delgada de silica gel con nitrato de plata 20%, activada por
calentamiento 1h a 80°C '*. La cromatografia se desarroll6 a -20°C utilizando tolueno
como solvente de corrida. La visualizacion de la radioactividad se llevo a cabo utilizando
pantallas Typhoon 9200 Phosphorimager y se cuantifico con el programa ImageQuant
(Version 5.2).

8.5.2 — Cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas (GC-MS).

Para analizar la composicion de AG de las cepas analizadas en este trabajo se
cultivaron las células en MM a 37°C hasta fase exponencial, luego se transfirieron a un
bafio a 25°C y se recolectaron en fase estacionaria. Los AG se extrajeron por la técnica de
Bligh y Dyer y derivatizaron como se describio anteriormente. El analisis de los MEAG se
llevé a cabo utilizando un cromatografo de gases-espectrometro de mesas Perkin Elmer
Turbo, equipado con una columna de capilaridad (30 m por 0,25 mm de diametro, Varian)
de 100% dimetilpolisiloxano (PE-1, Perkin-Elmer). Se us6 un flujo de helio de 1 ml/min y
la temperatura de la columna se aumenté a razon de 4°C/min desde 140°C a 240°C. Los
AG ramificados, lineales e insaturados usados como referencia se compraron en Sigma
Chemical Co. La posicion de los dobles enlaces también se determiné por GC-MS. Para
ello los MEAG se convirtieron a aductos de dimetil disulfuro (DMDS) como se describio
anteriormente y se separaron en la columna PE-1 con una rampa de temperatura de
4°C/min desde 140°C a 280°C. Para determinar los espectros se utilizé el modo de impacto
de electrones de 70 Ev y los mismos se registraron como abundancia relativa en funcién de

la relacion m/z.

9 — Identificacion del sitio de inicio de la transcripcion por medio de 5° RACE (rapid
amplification of cdna ends).
Para determinar el sitio de inicio de la transcripcion de los genes desA, desB y desL

se empled ARN obtenido a partir de las cepas de B. cereus ATCC 14579 y B. licheniformis
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ATCC 14580 vy el reactivo GeneRacer kit (Invitrogen) siguiendo el protocolo de trabajo

mostrado en la Figura 12. Todos los procedimientos experimentales se llevaron a cabo
acorde a las especificaciones del fabricante. Inicialmente se procedi6 a tratar a una parte de
las muestras con la enzima fosfatasa alcalina intestinal de ternero a fin de remover todos
los grupos fosfatos presentes en el extremo 5” de los ARN (posiciones a, B y v), para luego
adicionar a estos mismos extremos el grupo fosfato o utilizando la enzima T4
polinucleotido quinasa y ATP como fuente dador del grupo fosfato. El siguiente paso de la
reaccion consistié en la ligacion de un oligonucleétido de ARN al extremo 5 de los ARN
mensajeros mediante la accion de la enzima ARN T4 ligasa. Luego se realizd una reaccién
de transcripcion reversa empleando la enzima Superscript Il (Invitrogen) y 0,5 pg de un
hexanucle6tido de secuencia al azar (dNg). Posteriormente, se amplificO por PCR el
extremo 5° de cada gen empleando los oligonucledtidos 102, 104 y 106 (especificos para
los genes desA, desB y desL, respectivamente) y GeneRacer5’ (oligonucleotido 108 Tabla
IV, complementario al fragmento de ARN empleado durante el paso inicial de la ligacion)
y el ADNc obtenido en el paso anterior como molde de la reaccion. A continuacion, sobre
los productos obtenidos anteriormente se realiza una PCR anidada usando los
oligonucledtidos 103, 105 y 107 (especificos para los genes desA, desB y desL,
respectivamente) y GeneRacer5’. Los nuevos productos de PCR obtenidos se clonaron en
el vector pCR-Bluntll-TOPO (Invitrogen) y se secuenciaron 5 clones independientes. El
primer nucledtido adyacente al fragmento de ARN utilizado durante la ligacion fue
considerado como el sitio de inicio de la transcripcion del mensajero de los tres genes

estudiados.
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Figura 12. Esquema de la metodologia utilizada para determinar el sitio de inicio de la
transcripcion por la técnica RLM-RACE. Las abreviaturas CIAP y T4 PNK se refieren a las
enzimas Fosfatasa alcalina intestinal de ternero y T4 polinucleétido quinasa, respectivamente.

10 — Cuantificacion de ARNm mediante gRT-PCR en tiempo real.

Para llevar a cabo la cuantificacion de los ARNm de los genes desA, desB y desL en

distintas condiciones, se disefiaron oligonucleétidos especificos para cada gen que fueron

utilizados en reacciones de gRT-PCR en tiempo real. Inicialmente se midié la eficiencia de
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los mismos usando ADN gendmico cuantificado de B. cereus y B. licheniformis. Por otro

lado, se realizaron curvas de crecimiento en MM a 37°C inoculando medio fresco a una
DOgoo = 0,1 a partir de un cultivo crecido toda la noche de las cepas de B. cereus ATCC
14579, LCER2983 y LCER0400 y de B. licheniformis ATCC 14580. Cuando los cultivos
alcanzaron una DOggo = 0,4 los mismos se dividieron en dos alicuotas, una se continud
incubando a 37°C y la otra se paso a incubar a 25°C. Se tomaron muestras para extraer y
cuantificar el ARNm a los 5, 10, 15, 30, 60, 120 y 240 min luego de dividir los cultivos.
Luego de realizar la extraccion de ARN como se describi6 anteriormente se llevo a cabo
una reaccion de transcripcion reversa (RT) en un volumen final de 20 ul con 2 pug de ARN,
0,25 pg de un hexanucleétido de secuencia al azar (dNg) y 1 pl de dNTPs 10 mM y 1 U de
la transcriptasa reversa Superscript Il (Invitrogen). Se adicion6 a la mezcla de reaccion 0,1
umoles de DTT y 40 U de RNAsin. Para la reaccion de gPCR se utilizo el ADNc obtenido
en la transcripcion reversa como molde, una mezcla de reaccion concentrada comercial la
cual utiliza fluorocromo verde como colorante indicador (qPCR Mezcla Real,
Biodynamics) y 50 pmoles de los oligonucleotidos especificos para cada gen: 92-93, 94-95
y 96-97 para los genes desA, desB y desL, respectivamente. Para la amplificacion por gRT-
PCR se utilizé el equipo Mastercycler® ep realplex de Eppendorf, siguiendo las
condiciones de reaccion: 95°C durante 2 min seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 seg,
59°C por 15 seg y 68°C por 20 seg. Los datos de gRT-PCR se presentan como la diferencia
de expresion relativa de los genes des a 25°C con respecto a 37°C, usando el método de
Pfaffl ***. Como gen normalizador se utiliz6 la subunidad pequefia del ribosoma 16S

(oligonucleotidos 98-99 y 100-101 para B. cereus y B. licheniformis, respectivamente).
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GENERO Bacillus.
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RESULTADOS CAPITULO |

Las desaturasas son un tipo especial de oxigenasas que tienen la capacidad de
remover dos hidrdégenos de una cadena hidrocarbonada para formar un doble enlace. Esta
reaccion se lleva a cabo en forma altamente estereo-, regio- y quimio- selectiva , aln
cuando los sustratos se componen de cadenas de metileno esencialmente equivalentes que
no presentan marcas distintivas en el sitio de desaturacion.

Hasta el momento, las bases moleculares que explicarian las diferencias en la
utilizacién de sustrato y la regioselectividad de las desaturasas no han sido aclaradas. Para
la identificacion de los determinantes de su especificidad se han realizado numerosos
experimentos utilizando desaturasas solubles **°. Los estudios realizados con enzimas
quiméricas de distinta funcionalidad y la informacién obtenida de la estructura
cristalografica de algunas de ellas permitieron la identificacion de residuos de AA,

139,140 oy desaturasas solubles. Sin

potenciales determinantes de la especificidad de sustrato
embargo, la gran mayoria de las desaturasas se encuentran unidas a membrana, lo que
dificulta la obtencion de grandes cantidades en forma activa, lo cual conlleva a la carencia
de datos estructurales y por consiguiente, a la falta de entendimiento de las propiedades
particulares de su actividad enzimatica. Dada la importancia de estas enzimas en la
estructura y estabilidad celular y la quimica Unica del mecanismo de la reaccion que
catalizan, en nuestro grupo de trabajo existe un interés de larga data en la identificacion de
las bases del poder discriminatorio que poseen estas enzimas. En este trabajo de Tesis se
propuso estudiar distintas desaturasas del género Bacillus con el objetivo de encontrar
proteinas de distinta regioselectividad para comenzar a sentar las bases de la relacion
estructura y funcion de las mismas.

El género Bacillus consiste en una coleccion completa de bacterias saprofiticas,
capaces de esporular, ampliamente distribuidas en el medio ambiente. Las bacterias de este
género son capaces de resistir en ambientes extremos y pueden adaptarse a lo largo del dia
a las variaciones de temperatura. Uno de los mecanismos utilizados por estas bacterias para
adaptarse a los cambios de temperatura es modificar la cantidad de AGI presentes en su
membrana plasmatica. Estos AGI en las bacterias del género Bacillus, son sintetizados por
desaturasas. Varios grupos de investigacion demostraron que diferentes especies del
género Bacillus son capaces de sintetizar una variedad de AGI con los dobles enlaces en
distintas posiciones, definiendo asi a este género como una buena fuente de desaturasas

con diversas caracteristicas funcionales que puede ser utilizado para esclarecer las
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diferencias en la actividad de las mismas mediante estudios genéticos, bioquimicos y

comparativos.

1.1 — Caracterizacion de cepas del genero Bacillus.

Para comenzar a desarrollar la hipdtesis de trabajo se solicitaron una serie de
bacterias de diferentes especies del género Bacillus al BGSC (del inglés “Bacillus Genetic
Stock Center”). Las mismas son: Bacillus cereus ATCC 14579, Bacillus licheniformis
ATCC 14580, Paenibacillus polymyxa ATCC 842 (Bacillus polymyxa), Lysinobacillus
sphaericus WHO 1883 (Bacillus sphaericus), Aneurinibacillus migulanus (Bacillus
brevis), Aneurinibacillus aneurinilyticus NRS-1589 y Brevibacillus brevis ATCC 8246.
Para la seleccion de las mismas se tuvo en cuenta que, segun lo citado en la bibliografia,
estas especies sintetizan diferentes AGI y por lo tanto, tendrian desaturasas con distintas
actividades que servirian, mediante comparacion de las mismas, para comenzar a
establecer las bases de esas diferencias.

Antes de realizar los estudios fisiologicos correspondientes con cada una de las
cepas mencionadas, se llevd a cabo en el laboratorio, la identificacion genotipica de las
mismas utilizando técnicas moleculares, en particular la amplificaciéon de ADN bacteriano
por PCR, especificamente la secuencia codificante del ARN ribosomal 16S, seguido del
clonado y la secuenciacion de los fragmentos obtenidos. Las secuencias amplificadas del
ADN 16S fueron comparadas con las publicadas para estos microorganismos utilizando el
programa BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y todas ellas fueron coincidentes

con lo esperado, confirmando el género y especie de cada una de las bacterias recibidas.

1.1.1 — Determinacion de las condiciones de cultivo de las cepas del género Bacillus.

A continuacion, se llevé a cabo la optimizacion de las condiciones de cultivo de
estas cepas, ya que para determinar correctamente la composicién de AG es imprescindible
llevar a cabo los experimentos en medios de cultivo definidos. El disefio de los medios de
cultivo se realizd considerando los requerimientos nutricionales de cada cepa y en
particular se analizo el crecimiento en MM debido a que este medio facilita el analisis de
los AGI y ademas limita la sintesis de AGR ya que se conoce que estas especies sintetizan
grandes cantidades de AGR Yy su sintesis aumenta en LB o en medios con AA como valina,
leucina o isoleucina y afectan la sintesis de AGI como se ha determinado en B. subtilis %,
De esta manera, se analizé el crecimiento de cada cepa en MM liquido sin suplementar,

suplementado con todos los AA, con todos los AA sin los precursores de los AGR 0 en
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medio LB. Las curvas de crecimiento para cada bacteria fueron realizadas en microplacas y

construidas mediante lectura de DO en forma automatica realizadas en un lector de
microplacas como se describié en Materiales y Métodos. Se determiné que las cepas de B.
cereus, B. licheniformis y P. polymyxa pueden crecer en MM sin suplementar (Figura 13),
A. migulanus y A. aneurinilyticus crecen en MM suplementado con AA pero no es
necesario que estén presentes en el medio los precursores de los AGR (Figura 13), B.
brevis crece solamente en medio LB y L. sphaericus puede crecer en MM pero utilizando
arginina en lugar de glucosa como fuente de carbono ** (Figura 13). Ademas, A.
migulanus, A. aneurinilyticus y L. sphaericus necesitan 1 ug/ml de tiamina y 1 ug/ml de

biotina para crecer en MM.
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E) A. aneurinilyticus F) B. brevis
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Figura 13. Crecimiento de las cepas de Bacillus sp. Las cepas de Bacillus sp. se cultivaron a
37°C en diferentes medios, segin se indica en cada caso, en microplaca utilizando el equipo
automatizado Synergy®, con agitacion fuerte y continua, determinando la DOgy cada 0,5 h. Se
realizé un indculo de modo de obtener una DOgg inicial de 0,1 a partir de un cultivo crecido toda
la noche en el mismo medio en un bafio termostatizado a 37°C con agitacion. A) B. cereus
cultivada en MM; B) B. licheniformis cultivada en MM; C) P. polymyxa cultivada en MM; D) A.
migulanus cultivada en MM suplementado con todos los AA exceptuando los precursores de los
AGR y 1 ug/ml de tiamina y 1 pg/ml de biotina ; E) A. aneurinilyticus cultivada en MM
suplementado con todos los AA exceptuando los precursores de los AGR y 1 pug/ml de tiamina y 1
ug/ml de biotina; F) B. brevis cultivada en LB; G) L. sphaericus cultivada en MM con arginina
como fuente de carbono y 1 ug/ml de tiamina y 1 ug/ml de biotina.

En las curvas de la Figura 13 se puede observar que el crecimiento de B. cereus en
MM es lento, presentando un tiempo de latencia de 5 h y un tiempo de generacién de 4 h,
comparado con los resultados obtenidos en medio rico (resultados no mostrados). Por otro
lado B. licheniformis y P. polymyxa crecen mas rapido en dicho medio con tiempos de
latencia mucho mas cortos y tiempos de generacion de 2,5 y 1,5 h, respectivamente. A.
migulanus y A. aneurinilyticus crecen en MM pero suplementado con AA, sin embargo la
cinética de crecimiento es muy diferente entre ambas especies. A. migulanus tiene un
tiempo de latencia muy corto, un tiempo de generacion de 1 h y llega sélo a una DOgqo

final de 0,75. A. aneurinilyticus presenta un tiempo de latencia de 8 h, el mismo tiempo de
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generacion de 1 h y alcanza mayores valores de DO final. B. brevis s6lo crece en medio

LB con un crecimiento répido, en donde tanto el periodo de latencia como el tiempo de
generacién son de 1 h. Finalmente, L. sphaericus crece en MM con arginina como fuente
de carbono presentando un periodo de latencia de 3 h y un tiempo de generacion de 1,5 h.

1.1.2 — Sintesis de acidos grasos en las cepas del genero Bacillus.
1.1.2.1 — Marcacion de acidos grasos con precursores radioactivos.

En primer lugar se comprobd la produccion de AGI por parte de las cepas en
estudio utilizando los medios de cultivos determinados en el inciso 1.1.1. Se cultivaron
todas las cepas a 37°C, cuando los cultivos alcanzaron una DOgy = 0,4 se dividieron en
dos fracciones a las cuales se les agregd palmitato radioactivo. Una alicuota se continu6
incubando a 37°C y la otra se transfiri6 a 25°C durante 2,5 h. Luego, se extrajeron y
analizaron los AG mediante cromatografia de argentacion como se describe en Materiales
y Meétodos. La técnica de TLC impregnada en nitrato de plata permite separar los AG
totales en las fracciones AGS y AGI, debido a que la plata se intercala entre los dobles
enlaces y retarda el movimiento de los AGI *¥'. En la Figura 14 se muestra el contenido de
AGS y AGI obtenido para cada cepa, luego de la marcacion con palmitato radioactivo,

separados por cromatografia en capa fina de argentacion.
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A.aneurinilyticus A. migulanus  P.polymyxa L.sphaericus  B. brevis
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Figura 14. Cromatografia de argentacion de AG de las cepas de Bacillus marcadas con [1-
4C]-palmitato. Todas las cepas se crecieron en MM con los suplementos requeridos para cada
cepa. A) A. aneurinilyticus. B) A. migulanus. C) P. polymyxa. D) L. sphaericus. E) B. brevis.
Calle 1: crecimiento a 37°C; calle 2: crecimiento a 37°C seguido de 25°C.
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La visualizacion de la radioactividad se cuantificd con el programa ImageQuant

(Version 5.2). En la Tabla VI se resumen los resultados obtenidos.

Tabla VI. Composicion de acidos grasos de cepas del género Bacillus.

Cepa 37°C 25°C
% AGS % AGI % AGS % AGI
A. aneurinilyticus 89+6 11+6 297 717
A. migulanus 74 +5 26+5 51+7 49 +7
P. polymyxa 9+1 1+1 98 +1 2+1
L. sphaericus 48 £ 6 52+6 335 675
B. brevis 407 60 £ 7 22+6 78+6

La tabla VI presenta los porcentajes de AGS y AGI de las cepas listadas crecidas a diferentes
temperaturas determinados por TLC. Los valores de la tabla son el promedio de tres experimentos.

Como se observa en la Figura 14 y en la tabla VI, se produce mayor acumulacion
de AGI cuando los cultivos de L. sphaericus, A. migulanus, A. aneurinilyticus y B. brevis
se transfieren a menores temperaturas de crecimiento. Esta observacion es un indicio de
que estas bacterias responden a un aumento en el orden de sus membranas, causado por la
disminucion de la temperatura del medio, aumentando la proporcion de AGI en sus lipidos
de membrana. Por otro lado, se observa que P. polymyxa, practicamente no sintetiza AGl,
por lo que esta bacteria estaria utilizando otro mecanismo de adaptacion a los cambios
térmicos a los cuales es sometida.

Si bien, mediante esta técnica analitica, es posible separar algunas especies de AGI
por longitud de cadena y posicion del doble enlace en condiciones muy controladas, en
estos experimentos no se puede determinar la posicion de los dobles enlaces de los AGI
identificados. Debido a que con esta técnica no es posible obtener mas informacion de los
AG producidos por las cepas en estudio, se analizaron los perfiles lipidicos de las mismas

mediante GC-MS como se describe a continuacion.

1.1.2.2 — Andlisis por GC-MS de los metil ésteres de acidos grasos en cepas de
Bacillus.

Para los experimentos de GC-MS, las bacterias se cultivaron en los medios
definidos para cada especie a 37°C hasta una DOgoo = 1 y se separaron en dos alicuotas, a
una se la siguié incubando a la misma temperatura y a la otra se la transfirié a 25°C. Se

prosiguié con dicha incubacion hasta el dia siguiente y luego se llevo a cabo la extraccion
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de los lipidos, derivatizacion y analisis por cromatografia gaseosa como se describe en

Materiales y Métodos.
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Figura 15. AG sintetizados por L. sphaericus. A) Cromatogramas completos de L. sphaericus
obtenidos al cultivar dicha cepa a 37°C (celeste) y a 37°C seguido de 25°C (violeta). B) Ampliacion
de la region entre los 9 y los 13 min de elusion. Se indican en la figura los picos correspondientes a
los AG mayoritarios. i, AGR-iso; a, AGR-anteiso; n, AG normal.
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En la Figura 15 se muestran, a modo ilustrativo, los cromatogramas de MEAG

obtenidos a partir de los cultivos de L. sphaericus. Los picos que se observan en los
primeros 8,5 min de los cromatogramas corresponden a los AG de 14 y 15 carbonos de
longitud. Entre los 9 y los 11 min eluyen los AG que poseen 16 carbonos de longitud, y
mas adelante los que poseen 17 y 18 carbonos (Figura 15A). En la misma figura se muestra
también una ampliacion de los cromatogramas correspondiente a la regién entre los 9 y los
13 min de elusién, en la cual se pueden ver, con mayor detalle, los AGI producidos por
esta cepa y evidenciar el aumento de los mismos cuando la temperatura de crecimiento
disminuye (Figura 15B).

Con el andlisis de los derivados MEAG por GC-MS puede extraerse una enorme
cantidad de datos estructurales pero se encuentra limitada la informacién que puede
obtenerse sobre la posicion de los dobles enlaces de AG mono y di-insaturados. Uno de los
métodos més utilizados para la localizacion de los dobles enlaces de los AG por medio de
la espectrometria de masas involucra la adicion de una molécula de DMDS al doble enlace
de un AGI. Esta reaccion requiere como catalizador al yodo y se realiza partiendo del
derivado MEAG. El aducto asi obtenido permite la identificacion de la ubicacion de la
doble ligadura ya que al ingresar al espectrometro de masas se fragmenta en la posicion
entre los atomos de carbono que originalmente poseian el doble enlace, produciendo dos
iones importantes: uno que contiene el extremo metilo terminal de la molécula y otro con
el extremo carboxilo de la misma. Para analizar los AGI de las diferentes cepas se

obtuvieron los derivados DMDS de los MEAG previamente analizados.

HOCH3
Iso-16:1 A5 . W12
129 1 I
1001 161 o ity i B i
01" b
i}!‘ -
) [M]*
200 362
60 100 140 180 220 260 300 340 380

Figura 16. Estructura y perfil i6nico del derivado DMDS de un MEAG 16:1 A5 obtenido por
GC-MS. Estan indicados con los corchetes a y b los fragmentos alifaticos obtenidos. [M]", ion
molecular.
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La Figura 16 muestra el perfil idnico de un aducto DMDS generado a partir del

MEAG 16:1 A5. En el recuadro se indican como “a” y “b” los iones mayoritarios que se
forman luego de la ruptura de la molécula entre los carbonos metiltio-sustituidos (CH3S),
los cuales se observan en el perfil ionico obtenido por espectrometria de masas a una m/z =
201 y 161, respectivamente. La pérdida de metanol del i6n generado a partir del extremo
carboxilo de la molécula origina otro iébn mayoritario cuya m/z = 129. Ademas, el i6n
molecular [M]* de este aducto también ayuda en la identificacion del compuesto y se
observa a una m/z = 362 en el perfil ionico. Por lo tanto, la presencia de los iones
mayoritarios a m/z = 161 y m/z = 201 en un AGI 16:1 revelan que el doble enlace se
encuentra en la posicion 5.

En la Tabla VII se resumen los datos obtenidos por GC-MS de los MEAGS y los
aductos generados a partir de ellos, de todas las cepas de Bacillus en estudio.

TABLA VII. Composicion de acidos grasos insaturados de diferentes cepas del género
Bacillus a distintas temperaturas.

% AGI Posicion del doble
Cepa lace®
37°C 25°C enlace
A. migulanus 61 11+2 517,911
A. aneurinilyticus 82 17+1 5
B. brevis 101 172 5
L. sphaericus 4+1 15+1 5
P. polymyxa 1+£1 1+£1 5

La Tabla VII presenta los porcentajes de AGI de las cepas listadas crecidas a diferentes
temperaturas. En la Gltima columna se indican las posiciones de los dobles enlaces en los AGI
determinados mediante GC-MS de los aductos. *El nimero que indica la posicion del doble enlace
es el primer C del mismo contando desde el extremo carboxilo terminal. Los valores de la tabla son
el promedio de tres experimentos.

El hecho de que en todos los experimentos se observe un aumento en la sintesis de
AGI al disminuir la temperatura de crecimiento indicaria que en estas bacterias existen
sistemas de desaturasas que responden a una disminucion en la temperatura de crecimiento
mediante la incorporacion de dobles enlaces en las cadenas acilo de los FL de membrana
de manera de contrarrestar el aumento en la rigidez de la misma que ocurre como resultado
de dicho cambio en las condiciones de crecimiento. En el caso de P. polymyxa no se
evidencia este incremento en la sintesis de AGI mediante la técnica de GC-MS y sélo se
observa una muy pequefia diferencia en la TLC. Este resultado estaria indicando que esta
bacteria no produce grandes cantidades de AGI ni a 37°C ni a 25°C y que podria adaptarse

a las variaciones de temperatura de crecimiento activando otro mecanismo que contribuya
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a desordenar los lipidos de la membrana celular. Efectivamente, al analizar la proporcion

de AGR de la serie anteiso en P. polymyxa se evidencia un aumento de los mismos cuando
disminuye la temperatura del cultivo, mientras que la cantidad de AGR de la serie iso se
mantiene constante. Es decir que, a diferencia del resto de los bacilos estudiados que no
modifican la cantidad de AGR, esta bacteria mantiene una correcta fluidez de membrana a
bajas temperaturas incrementando la cantidad de AGR anteiso de 25% a 25°C a 38% a
37°C.

Las diferencias observadas entre los valores de AGI presentados en las Tablas VI y
V11 se deben a que en los experimentos de marcacion (Tabla V1) se estudia sintesis de novo
de AGI mientras que en los de GC-MS (Tabla VII) se lleva a cabo la acumulacién de los
AG para su posterior cuantificacion.

En las bacterias, los AGI son producidos por la via de sintesis de novo anaerobia o
por la desaturacion oxidativa de los AG preexistentes catalizada por las desaturasas.
Debido a que en los experimentos de GC-MS con A. migulanus se observaron varios AGI
de diferente longitud y posicion del doble enlace y teniendo en cuenta que en una misma
bacteria es poco probable que existan tantas desaturasas con distintas especificidades se
postula que en esta bacteria podrian concurrir varias formas de sintetizar los mismos como
ocurre en P. aeruginosa, en donde estan presentes las dos vias de sintesis de AGI, aerobia
y anaerobia "°. La Gnica forma de detectar la via de sintesis anaerobia es marcando los AG
con acetato radioactivo, que marca los AG sintetizados desde el principio por formacion de
acetil CoA, en condiciones de anaerobiosis. Cuando se analizaron los lipidos mediante
TLC de A. migulanus cultivado en presencia de acetato radioactivo se obtuvieron los

resultados mostrados en la Figura 17.
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Figura 17. Cromatografia de argentacién de AG de A. migulanus marcado con [1-*C]-
acetato. A. migulanus se cultivo en MM con los suplementos requeridos y se marc6 con acetato
radioactivo. Calle 1: crecimiento a 25°C, aerobiosis; calle 2: crecimiento a 25°C, anaerobiosis.

Para A. migulanus, la marcacion con palmitato en condiciones aerobicas (Figura
14) revela la presencia de dos marcas que podrian corresponder a AGI con sus dobles
enlaces en posiciones diferentes. Estos mismos AGI son observados en la Figura 17
cuando se marca con acetato radioactivo en aerobiosis. Estos AGI corresponden a la via de
sintesis aerobia llevada a cabo por desaturasas dada la condicion del cultivo. Cuando se
realiz6 la marcacién en condiciones de anaerobiosis se evidencio la presencia de tres
marcas en la region correspondiente a los AGI (Figura 17) que provienen de la sintesis de
AGI anaerobia. Este resultado indicaria que en este organismo pueden coexistir la via de
sintesis de AGI anaerobia cuyos componentes principales son FabA y FabB como se
describio en la Introduccion y la via aerobia con desaturasas dependientes de oxigeno. La
existencia de esta via sera cotejada mediante el analisis del genoma que al momento de la
realizacion de esta Tesis no se encontraba secuenciado.

En nuestro laboratorio se determind, mediante experimentos de GC-MS, que en B.
licheniformis se acumula un solo tipo de AGI con la insaturacién en la posicion 5y que la
cantidad de los mismos aumenta de 3% a 6% del total de AG cuando la temperatura de
crecimiento disminuye de 37°C a 25°C. Asimismo, se concluyd que B. cereus sintetiza tres
tipos de AGI, A5, A10 y diinsaturados A5,10. A su vez se observé que la proporcion de los

mismos aumentaba desde 27% a 45% cuando cultivos de esta cepa crecidos a 37°C eran
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transferidos a 25°C. Reuniendo esta informacion con los resultados obtenidos en los

experimentos descriptos hasta aqui, se determiné que ademas de B. cereus, solo A.
migulanus presenta AGI con dobles enlaces en posiciones variadas, 5, 7, 9, y 11, por lo
tanto, esta especie podria ser utilizada como fuente de desaturasas con poca variacion
genética para comparar con las presentes en B. cereus y comenzar a establecer los
determinantes de esas diferencias en la regioselectividad de estas enzimas. Sin embargo, el
genoma de esta bacteria se encontraba incompleto y no habia sido liberado al momento de
la realizacion de este trabajo de Tesis, por lo que no se pudo realizar un estudio in silico de
las posibles desaturasas presentes en esta bacteria. Es por esto que se decidi enviar a
secuenciar el genoma de A. migulanus. Para ello se extrajo ADN con las especificaciones
que pedia el proveedor del servicio de secuenciacion y se enviaron diferentes muestras al
Servicio de Secuenciacion del Instituto de Agrobiotecnologia de Rosario (INDEAR).
Actualmente, se estd procesando la informacion recibida y terminando de ensamblar el
genoma de esta bacteria.

Hasta el momento se puede decir que el hecho de hallar nuevas desaturasas que
presentan distinta regioselectividad y especificidad permitird ampliar las posibilidades de
dilucidar la relacion estructura — funcion de estas enzimas y comenzar a dilucidar los
mecanismos de adaptacion a bajas temperaturas. Para ello se analizaron los genomas de las
cepas gque se encuentran secuenciados, en busca de genes que codifiquen desaturasas para
clonarlos y caracterizarlos y estudiar funcionalmente sus productos génicos. Por lo tanto se
estudié en primer lugar el proceso de desaturacion en B. cereus y B. licheniformis cuyos
genomas se encuentran completamente secuenciados y anotados en las bases de datos.
Asimismo, estas bacterias son fuente de AGI A5 al igual que B. subtilis y A10, lo cual
permitiria hacer un estudio comparativo entre las desaturasas presentes en estas bacterias y

la desaturasa Des de B. subtilis ampliamente estudiada en nuestro laboratorio.

1.2 — Biosintesis de acidos grasos en B. cereus y B. licheniformis y su relacion con la
temperatura de crecimiento.

Se comenzo el estudio de las desaturasas de B. cereus y B. licheniformis haciendo
un andlisis detallado de los AG sintetizados por estas dos bacterias a diferentes
temperaturas de crecimiento a partir de los experimentos de GC-MS. Este analisis indica
que a 37°C B. cereus sintetiza AGR de la serie iso (AGR-i) con nimero par e impar de
atomos carbonos (C12 a C17), AGR de la serie anteiso (AGR-a) con nimero impar de

atomos carbonos (C15 y C17) y AG lineales con nimero par e impar de atomos de carbono
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(C14 a C18) (Tabla VIII). Ademas de los mencionados AGS, se encontraron AGI de

diferente longitud y patron de ramificacién. Como se describié anteriormente, se hallaron

AGI con el doble enlace en la posicion 5 y 10 y AG diinsaturados AS5,10 de distinta
longitud de cadena. Ademas se determind que cuando las células se transferian de una
temperatura de crecimiento de 37°C a 25°C, la proporcion de AGI aumentaba de 27% a
45% (Tabla IX). Los mayores incrementos se observaron para los isomeros A5 que oscilan
desde 2,7% a 8% y los isomeros A5,10 cuya cantidad se eleva desde 2% a 12% del total de
AG. Sin embargo, el contenido de AGI A10 es elevado y no cambia significativamente al
variar las condiciones de cultivo. No se puede descartar la posibilidad de que en realidad si
esté ocurriendo un aumento de estos isomeros cuando disminuye la temperatura de
crecimiento y que los mismos estén actuando como sustrato de una putativa A5 desaturasa
que genere finalmente los AG diinsaturados. Por otro lado, se evidencié que la relacién
iso/anteiso de los AGR se altera luego de disminuir la temperatura, modificando su valor
desde 9,6 a 5,0 (Tabla IX). Sin embargo, esta modificacion del patron de ramificacion se
debe a una disminucion en la cantidad de AGR de la serie iso mas que a un incremento de
los isomeros anteiso que, normalmente, son los que aumentan en respuesta a disminuciones
de temperatura de manera de fluidificar la membrana celular, como se ha visto para
muchas cepas del género Bacillus sujetas a este estrés térmico 2**°*. Esta observacion
sugiere que el mecanismo principal utilizado por B. cereus para incrementar el desorden en
la membrana celular cuando se reduce la fluidez de la misma debido a que disminuye la
temperatura de crecimiento es aumentar la proporcién de AGI y no modificar la cantidad

AGR anteiso en el medio estudiado.
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Tabla VIII. Composicion de &cidos grasos de B. cereus ATCC 14579 y B.
licheniformis ATCC 14580.

% AG
AG B. cereus B. licheniformis
37°C 25°C 37°C 25°C
150-C12:9 1,6+0,3 05+0,1 ND ND
N-Cio:0 05+0,1 0,8+0,1 ND ND
1s0-C13:0 16+0,1 1,0+0,1 ND ND
Anteiso-Cis 06+0,1 0,7+0,1 ND ND
N-Ciz:0 0,1+0,0 0,4+0,1 ND ND
Is0-C14:0 13,0+ 1,0 10,0+ 1,0 4,8+0,4 13,5+0,7
N-Cia0 70+1,0 13,1 +0,7 1,0+0,1 4,2+0,5
150-Ci5:0 6,1+0,5 6,0+1,0 23+1 11,9+0,8
Anteiso-Cis: 3,5+0,3 50+2,0 14,0+0,7 15,1 +0,8
1s0-C15:1 A10 05+0,1 0,8+0,3 ND ND
N-Cis 1,1+0,1 1,7+0,3 05+0,1 1,2+0,1
1s0-Ci6:2 05+0,1 1,4+0,3 ND ND
1s0-Ci6:1 AS 1,2+0,1 3,4+0,3 0,2+0,1 2,0+0,2
1s0-Ci6:1 A10 6,0+0,1 40+1,0 ND ND
N-Cig:2 15+0,3 10,4 + 0,8 ND ND
150-C16:0 19,0+1,0 48+0,1 19,1+0,9 18,5+0,9
N-Cig:1 A5 0,8+0,3 2,6 +0,8 1,0+0,1 2,0+0,1
N-Ci6:1 A10 15,0+ 2,0 18,4 + 0,3 ND ND
N-Cig0 145+ 0,6 7,0+1,0 17+1 23,0+0,9
Is0-C17:1 A10 0,4+0,1 0,7+0,2 ND ND
Anteiso-Cq7:1 A10 0,3+0,1 0,6+0,2 ND ND
1s0-C17:0 15+04 2,4+0,6 12,0+0,6 3,0+0,1
n-Ci7:1 A5 0,1+04 0,2+0,0 ND ND
Anteiso-Cq7: 1,0+£0,2 0,6+0,2 43+0,1 3,0+0,1
n-Ci7.1 A10 0,1+0,0 0,1+0,0 ND ND
N-Ci7:0 0,3+0,0 0,2+0,0 05+0,1 0,2+0,1
Is0-Cig:1 AS 0,1+0,0 0,2+0,0 ND ND
1s0-Cig:0 06+0,1 0,2+0,0 06+0,1 04+0,1
n-Cig:1 A5 05+0,1 1,7+£0,3 2,0+0,2 2,0+0,2
N-Cigo 16+0,1 1,7+0,4 ND ND

Las células se cultivaron en MM a 37°C hasta fase exponencial y luego una alicuota se transfirié a
25°C. Se extrajeron los lipidos de las dos fracciones, se convirtieron a MEAG y los productos se
identificaron mediante GC-MS. ND: no detectado. Los valores de la tabla son el promedio de tres

experimentos.
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Tabla IX. Composicion de &cidos grasos de B. cereus ATCC 14579 y B. licheniformis
ATCC 14580.

% AG
AG o relacion B. cereus B. licheniformis
37°C 25°C 37°C 25°C
AGI Totales 2714 45+ 4 3,204 6,0+0,5
AGI-A5 2,7+0,9 8+1 32+04 6,0+£0,5
AGI-A10 22 +2 25+2 ND ND
AGI-A5,10 2,0+09 12+1 ND ND
AGR Totales 575 42 +7 78+4 67 +4
AGR-Iso 52 +4 35+5 60+3 49 +3
AGR-Anteiso 54+0,7 1T+2 18,3+0,8 18,1 +0,9
Iso/Anteiso 9,6+0,2 5004 3,28 +0,09 2,7+0,1

En la Tabla IX se muestra la suma total de las especies detalladas en la Tabla VIII. ND: no
detectado.

En el caso de B. licheniformis se vio que posee AGR-i con nimero par e impar de
atomos carbonos (C14 a C17), AGR-a con numero impar de atomos carbonos (C15 y C17)
y AG lineales con nimero par e impar de atomos de carbono (C14 a C18) (Tabla VIII).
También se hallaron unicamente AGI con el doble enlace en la posicion 5 cuya proporcion
oscila de 3,2% a 6% cuando disminuye la temperatura de crecimiento (Tabla IX). Por otro
lado, se evidencio que la relacion iso/anteiso de los AGR se altera ligeramente y en este
caso es, nuevamente, debido a una disminucion en la cantidad de AGR de la serie iso mas
que a un incremento de los isdmeros anteiso (Tabla 1X). Por lo tanto, en B. licheniformis el
mecanismo principal para fluidificar la membrana también seria aumentar la proporcion de
AGI mas que de los isdmeros ramificados de la serie anteiso en este medio de cultivo.

El andlisis de la composicion de AG de las dos bacterias tampoco revela un
aumento en la cantidad de AG de cadena corta al disminuir la temperatura del medio, lo
cual estaria sugiriendo que ambas cepas mantienen la correcta fluidez de membrana
mediante el mecanismo de adaptacion rapido llevado a cabo por las desaturasas encargadas
de introducir los dobles enlaces en los AG preexistentes en los FL de la membrana
plasmatica.

Como se menciond en la introduccion, en nuestro laboratorio se ha estudiado en
profundidad el mecanismo que regula la expresion del gen des de B. subtilis. Esta
regulacion esta controlada por un sistema de dos componentes formado por dos proteinas,
DesK/R. Este sistema induce la expresion del gen des cuando la temperatura de
crecimiento disminuye y la reprime a altas temperaturas. Teniendo esta informacion
presente y viendo que tanto en B. cereus como en B. licheniformis hay variaciones en la

cantidad de AGI cuando se modifican las condiciones de crecimiento, se analizé la
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regulacién de la sintesis de estos AG, tema que se desarrolla y discute en el capitulo 111 de

este trabajo de Tesis.

1.3 — Caracterizacion de las desaturasas de B. cereus y B. licheniformis.
1.3.1 — Identificacion de genes putativos de acil lipido desaturasas de B. cereus y B.
licheniformis.

Se realiz6 un andlisis de los genomas de B. cereus y B. licheniformis mediante el
programa de comparacion de secuencias BLAST utilizando como polipéptido de
comparaciéon la secuencia de la desaturasa AS de B. subtilis (Des), previamente

caracterizada en nuestro laboratorio. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla X.

Tabla X. Porcentajes de identidad y similitud de las desaturasas de B. cereus y B.
licheniformis con la A5 desaturasa de B. subtilis.

Organismo / Proteina % ldentidad % Similitud
B. subtilis / (Des) 100 100
B. cereus / (BC2983) 66,2 77,6
B. cereus / (BC0400) 18,9 34,1
B. licheniformis / (BL02106) 91 94
B. licheniformis / (BL02692) 65 78

La tabla X muestra los resultados obtenidos al realizar un analisis con el programa BLAST entre
Des de B. subtilis y las desaturasas anotadas en los genomas de B. cereus ATCC 14579 y de B.
licheniformis ATCC 14580.

El analisis permitié hallar un marco abierto de lectura, BC2983, que codifica un
polipéptido de 343 residuos aminoacidicos, con una masa molecular de 39805 Da y que se
encontraba anotado como una posible A5 desaturasa de membrana. La comparacion de la
secuencia aminoacidica de BC2983 de B. cereus y Des de B. subtilis reveld que estos
polipéptidos presentan un 66,2% de identidad y 77,6% de similitud (Tabla X). Se encontro
un segundo gen, BC0400, identificado como una putativa desaturasa, descripta como tal en
el sitio JCVI-CMR (Comprehensive Microbial Resources http://cmr.jcvi.org/tigr-
scripts/f CMR/CmrHomePage.cgi). La proteina codificada por este gen tiene 361 residuos
aminoacidicos, con una masa molecular de 41950 Da y presenta 18,9% de identidad 34,1%
de similitud con Des de B. subtilis (Tabla X) y 17,4% de identidad y 32,4% de similitud
con BC2983 de B. cereus.

Se realizd el mismo andlisis con el genoma de B. licheniformis en donde se

encontraron dos marcos abiertos de lectura, BL02106 y BL02692, anotados como putativas
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desaturasas. El primero codifica un polipéptido de 352 residuos aminoacidicos con una

masa molecular de 40678 Da. Esta proteina presenta 91% de identidad y 94% de similitud
con Des de B. subtilis (Tabla X). El segundo marco abierto de lectura, BL02692, codifica
un polipéptido de 342 residuos aminoacidicos con una masa molecular de 39778 Da, que
presenta 65% de identidad 78% de similitud con Des de B. subtilis (Tabla X) y 69% de
identidad y 85% de similitud con BC2983 de B. cereus. Los tres motivos conservados de
histidina de ambos son idénticos a los presentes en la A5 desaturasa de B. subtilis.

Ademas se realiz6 el apilamiento de los genes de las desaturasas y sus regiones
génicas de aquellos cuyos productos génicos presentaron altos porcentajes de identidad y

similitud con la de B. subtilis como se muestra en la Figura 18.

Bacillus subtilis 168.9
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Figura 18. Organizacion genética de las desaturasas. En negro se muestra el gen que codifica
para las desaturasas.

En la Figura 18 se puede ver que corriente abajo del gen BL02106 de B.
licheniformis se encuentran dos genes homologos a desK y desR de B. subtilis, presentando
estos genes la misma organizacion que en B. subtilis. Los productos génicos de los mismos
presentan porcentajes de identidad del 91,62% y 9598%, a DesK y DesR,
respectivamente, lo cual sugiere que estarian codificando para un sistema homaélogo al de
B. subtilis. Sin embargo, no se observa esta organizacion para los genes BL02692 de B.
licheniformis y BC2983 de B. cereus.

Los perfiles de hidropatia de la secuencia primaria de los polipéptidos
(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM/ Server v. 2.0) son similares a todos las
desaturasas de membrana conocidas. Poseen cuatro dominios transmembrana y tres
motivos ricos en histidinas, apropiadamente espaciados, caracteristicos de las desaturasas
de membrana y esenciales para la catalisis. Los mismos conformarian el sitio activo de
unién a Fe de dichas protefnas *®. Estos tres motivos conservados, I, Il y I, primera,
segunda y tercera caja de histidina (His) de BC2983 son 80, 100 y 100% idénticas a las de
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Des y las de BC0400 presentan un 40, 50 y 60 % de identidad con respecto a Des. En la

Figura 19 se muestra el modelo topoldgico propuesto para la proteina BC2983.

Citosol

Espacio
extracelular

Figura 19. Modelo topolégico del producto génico del gen BC2983. Los cilindros grises indican
los segmentos transmembrana. La localizacion de las secuencias conservadas que poseen los
residuos de histidina encargados de coordinar el &tomo de hierro y esenciales para la actividad
enzimatica se representan en rojo. Realizado por Dr. Diego Sastre (Comunicacién personal).

Como puede observase en la Figura 19, el modelo topoldgico propuesto para la
proteina BC2983 es diferente de los modelos propuestos tanto para la A9 estearoil-CoA
desaturasa de rata y levaduras (Figura 5) como para la A5 desaturasa de B. subtilis (Figura
9). Esta desaturasa presenta ademas de los 4 dominios transmembrana caracteristicos, un
quinto dominio que se inserta en la bicapa de FL pero no termina de atravesarla
completamente.

Las caracteristicas halladas hasta el momento indican que los cuatro genes

codificarian desaturasas de membrana.

1.3.2 — Clonado y caracterizacion funcional de los genes de las desaturasas de B.
cereus y B. licheniformis.

Se llevo a cabo la caracterizacion funcional de los polipéptidos codificados por los
genes identificados en el punto anterior utilizando la cepa LC5 de B. subtilis, la cual no
sintetiza AGI ya que no posee la A5 desaturasa °. Para ello, los cuatro marcos abiertos de
lectura que estan anotados como putativas desaturasas, BC2983, BC0400, BL02106 y
BL02692, se clonaron bajo el control del promotor Pxyl en el vector pSG1154, generando
las cepas MA2983, MA0400, MA2106 y MA2692. EIl analisis por GC-MS de los AG
extraidos de estas cepas reveld que las cepas MA2983 y MA2106 sintetizan AGI con el
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doble enlace en la posicion 5 y la cepa MA0400 produce AGI con el doble enlace en la

posicion 10. Sin embargo, no se encontraron AGI en la cepa MA2692 luego del agregado
del inductor. La posicion del doble enlace se confirmé mediante el analisis de los espectros
de masa de los derivados DMDS (Mariana Alemany, trabajo de Tesina).

Para estudiar la expresion de estos genes a partir de sus propios promotores, se
clonaron los marcos abiertos de lectura con las regiones 5’ corriente arriba en el vector
pJM116 que permite la integracion ectopica de los mismos en el gen amyE de B. subtilis.
Luego de transformar la cepa de B. subtilis LC5 con los vectores recombinantes se
obtuvieron las cepas LSC2983, LCS0400, LSC2106 y LSC2692 como se describe en
Materiales y Métodos y se muestra en la Figura 20. Asimismo se transformé la cepa LC5
con el vector vacio generando la cepa LSC116, utilizada como control.

pJM116
amyE amyE
A=K
— ————  Cepareceptora
amyE
 — | [ ——— Ceparesultante
amyE des amyE

Figura 20. Esquema de la construccion de las cepas de B. subtilis LSC2983, LSC0400,
LSC2106 y LSC2692. En la parte superior se representa la integracién ectdpica de los genes
BC2983, BC0400, BL02106 y BL02692 en el locus amyE de B. subtilis. En la parte inferior se
muestra el resultado de dicha integracién donde queda cada uno de los genes des integrado en el
cromosoma de la cepa de B. subtilis LC5.

En primer lugar se evalu6 la funcionalidad de las construcciones obtenidas y para
ello se ensayo la actividad desaturasa de cada enzima cultivando todas las cepas en MM a
37°C. Cuando los cultivos alcanzaron una DOgy = 0,4 se marcaron con 0.2 uCi/ml de
[**C]-palmitato (58 mCi/mM) y se siguieron incubando a 25°C durante 2h, luego de este
tiempo, se extrajeron los lipidos, se derivatizaron y analizaron por cromatografia de

argentacion. La cuantificacion de los AG de la TLC se muestra en la tabla XI.
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Tabla XI. Composicion de &cidos grasos a 25°C de cepas B. subtilis que expresan los
genes de B. cereus y B. licheniformis.

Cepa % AGS % AGI
LC5 100 ND
LSC116 100 ND
LSC2983 33+3 67+3
LSC0400 27 2 73+3
LSC2106 65,3+0,4 347+£04
LSC2692 98+1 2x1

La tabla XI presenta los porcentajes de AG de las cepas listadas crecidas a 37°C y luego
transferidas a 25°C. ND: no detectado. Los valores de la tabla son el promedio de tres
experimentos.

A su vez se prepararon lipidos de todas las cepas cultivadas a 37°C y a 37°C
seguido de 25°C para estudiarlos por GC-MS como se describe en Materiales y Métodos.
En estos experimentos la posicion del doble enlace también se confirmé mediante el
andlisis de los espectros de masa de los derivados DMDS. En la Tabla XII se resumen los
porcentajes de los AGI obtenidos en las cuatro cepas.

Tabla XII. Composicién de &cidos grasos insaturados de cepas de B. subtilis que
expresan los genes de B. cereus y B. licheniformis.

% AGI Posicion del doble
Cepa a
37°C 25°C enlace

LC5 ND ND ND
LSC116 ND ND ND
LSC2983 12+1 39,7+0,4 5

LSC0400 15+2 30+3 10
LSC2106 3+x1 12+1 5

LSC2692 ND ND ND

Se cultivaron las células en MM hasta fase exponencial a 37°C y luego se dividieron en dos
alicuotas, una de ellas se continu6 incubando a 37°C y la otra se transfirié a 25°C. Se extrajeron los
lipidos y se convirtieron a MEAG que fueron analizados mediante GC-MS. ND: no detectado. °El
namero que indica la posicion del doble enlace es el primer C del mismo contando desde el
extremo carboxilo terminal. Los valores de la tabla son el promedio de tres experimentos.

Como puede observase en las Tablas XI y XII, las cepas que expresan los genes
BC2983, BC0400 y BL02106 bajo su propio promotor también son capaces de sintetizar
AGI en cepas de B. subtilis des-. Las cepas LSC2983 y LSC2106 sintetizaron AGI con el
doble enlace en la posicién 5 y la cepa LSC0400 en la posicion 10, de la misma manera
que se habia observado al expresar dichos genes bajo el promotor inducible Pxyl.

Estos resultados confirman lo predicho mediante el analisis in silico y mediante los

experimentos de expresion con promotores inducibles: los marcos abiertos de lectura
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BC2983, BC0400 y BL02106 codifican polipéptidos con actividad desaturasa. Ademas,

permiten asignar correctamente la regioselectividad de las mismas, como A5, A10 y AS
desaturasas, respectivamente. De esta manera, se renombraron los genes que codifican para
estas desaturasas como desA y desB para los genes BC2983 y BC0400 de B. cereus y desL
en el caso del gen BL02106 de B. licheniformis. Al gen BL02692 cuyo producto génico no
presenta actividad desaturasa, se lo renombroé desX.

Por otro lado, se observa que las cepas que expresan los genes desA y desL
sintetizan mas cantidad de AGI cuando son cultivadas a 25°C como se habia observado
previamente en cultivos de las cepas B. cereus y B. licheniformis. Esta informacion
refuerza la hipotesis de que existe regulacion de la sintesis de AGI en estas bacterias y
sugiere que la expresion o la actividad de estas desaturasas aumentan al disminuir la
temperatura de crecimiento. Ademas, en estos experimentos se determind que en la cepa
que expresa el gen desB también se acumulan mas AGI A10 a menores temperaturas, lo
que indica que la expresion o la actividad de esta desaturasa si se ve afectada por los
cambios en las condiciones de crecimiento y que en B. cereus, en donde estan las dos
proteinas activas, los productos de DesB podrian estar siendo usados por DesA para
generar los AG diinsaturados.

Finalmente, a pesar de que el gen BL02692 presenta todas las caracteristicas tipicas
de un gen que codifica una desaturasa, la expresion del mismo, ya sea bajo un promotor
inducible o bajo su propio promotor, no permite observar acumulacion de AGI en los
experimentos de GC-MS y soOlo una escasa cantidad mediante cromatografia de
argentacion. Sin embargo, este producto marcado que se evidencia en la TLC podria
deberse a otro compuesto diferente de un AGI ya que en la cromatografia gaseosa, en
donde se identifican exactamente las moléculas, no hay ningun rastro de AGI en la cepa
LSC2692. La actividad de las desaturasas se estudio en diferentes condiciones y cepas y en
ningln caso se encontrd actividad desaturasa para este gen. Cuando el gen BL02692 se
expresO fusionado al gen que codifica para la proteina Mistic en E. coli, se evidenci
mediante ensayos de Western blot un producto génico que corresponde en peso molecular
a la proteina BL02692. Sin embargo, en esta condicién tampoco se evidencio actividad
desaturasa para el producto de dicho gen (resultados no mostrados).

Por este motivo se continu6 el estudio funcional de las dos desaturasas de B. cereus,

DesA y DesB, y solo de la desaturasa DesL de B. licheniformis.
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1.4 — Determinacion de los sustratos de las desaturasas de B. cereus y B. licheniformis.

Los motivos consensos encontrados en las secuencias de las desaturasas DesA,
DesB y DesL sugieren que las mismas son desaturasas de membrana. Como se desarrollo
en la Introduccién, las desaturasas de membrana se dividen en dos grupos dependiendo de
la especificidad de sustrato. Las acil-CoA desaturasas introducen el doble enlace en AG
esterificados a la coenzima A, mientras que las acil lipido desaturasas usan la fraccién
lipidica de los FL de membrana como sustratos 2. Para determinar cuél o cuéles son los
sustratos de las desaturasas de B. cereus y B. licheniformis se utiliz6 un sistema in vivo en
el cual se desacoplo la sintesis de AG de la sintesis de FL inhibiendo este Gltimo proceso.

Se ha determinado que PIsC es una acil-ACP-1-acilglicerol-fosfato aciltransferasa
involucrada en la sintesis de acido fosfatidico (Figura 21), precursor de los FL de
membrana. En B. subtilis la sintesis de FL se inhibe en ausencia de PIsC pero la sintesis de

AG contintia haciendo que los mismos se acumulen %

trans-2-enoil-ACP

FabZ Fabl
FASII
PlsX

B-hidroxiacil-ACP aci-ACP —————— acil-PQ,

' glicerol-
oy 0N PlsY
FabG FabF _
acil-G,P

[3-cetoacil-ACP
acil-
acp\ PIsC

Ac. Fosfatidico

Figura 21. Vias de sintesis de AG y FL en B. subtilis. Los acil-ACP de cadena larga son los
productos finales de la sintasa de AG de tipo Il bacteriano (FAS I1). En B. subtilis, la sintesis de FL
(sombreado en gris) se inicia por la accion de PIsX gue convierte los acil-ACPs en acil-PO,. En el
paso siguiente, PIsY transfiere el grupo acilo a la posicién 1 de glicerol-3-PQ,, formando acil-GsP.
La acilacién de la posicion 2 para formar el &cido fosfatidico, esta catalizada por PIsC.

Los AG libres (AGL) que se acumulan podrian ser convertidos a acil-CoA por las
acil-CoA sintetasas LcfA y YhfL de B. subtilis y, de esta manera, las desaturasas podrian
usarlos como sustratos para la catalisis. Por ello, para determinar si las desaturasas de B.
cereus y B. licheniformis pueden introducir dobles enlaces en los tioésteres de acil-CoA o

en lipidos complejos de membrana, se construyeron cepas de B. subtilis que poseen el gen
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plsC bajo el control de un promotor inducible por IPTG y que expresan los genes desA,
desB y desL bajo el promotor Pxyl, obteniéndose las cepas LSC16, LSC17 y LSC18,

respectivamente (Figura 22).

Pspac
PplsC Pxyl
plsC des

Cepareceptora

Figura 22. Esquema del evento de integracion del plasmido pLP6 en el gen plsC. En la parte
superior se representa la integracion isotopica del plasmido pLP6 en el gen plsC. En la parte
inferior de la figura se muestra el resultado de dicha integracion, donde el gen plsC queda bajo el
control transcripcional del promotor Pspac inducible por IPTG y los genes de cada desaturasa (des)
guedan bajo el control transcripcional del promotor Pxyl inducible por Xil.

Cuando se cultivan las cepas LSC16, LSC17 y LSC18 en ausencia de IPTG cesa la
sintesis de FL, ya que no hay transcripcion del gen plsC vy, por lo tanto, se acumulan AGL
como puede verse en la Figura 23A. Para determinar cudl es el sustrato que utilizan las
desaturasas en estudio, las tres cepas obtenidas se marcaron con [**C]-acetato en presencia
o no de IPTG y los AGL se separaron de los FL en placas de silica gel. A continuacion, la
fraccion de AGL obtenida en los cultivos sin IPTG y la fraccion FL obtenida de los
cultivos con IPTG (Figura 23A), se extrajeron de las placas y se derivatizaron para obtener
los MEAG de las mismas, los cuales se separaron mediante cromatografia de argentacion
(Figura 23B).
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A B
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Figura 23. Cromatografias de AG de las cepas de B. subtilis LSC16, LSC17 y LSC18
marcadas con [1-'*C]-acetato. Se cultivaron las tres cepas en MM durante toda la noche a 37°C
con Xil e IPTG. Al dia siguiente se lavaron y resuspendieron en MM fresco con Xil y se crecieron
con y sin IPTG. Cuando se detuvo el crecimiento de las cepas crecidas sin IPTG, se tomé una
alicuota de cada cultivo, se agregd el acetato radioactivo y se incub6 3 h a 37°C. Se extrajeron los
lipidos de todas las fracciones y se separaron por cromatografia en placas de silica gel (A). Las
marcas correspondientes a los FL y AGL se removieron de la placa y se convirtieron a MEAG. Los
MEAG marcados se separaron en placas de silica gel impregnada con nitrato de plata (B). La
visualizacion de la radioactividad se llevd a cabo usando pantallas Phosphorimager y se cuantifico
con el programa ImageQuant 5.2. Calle 1: sin IPTG; calle 2: con IPTG. AGL.: acidos grasos libres;
DAG: diacilgliceroles; AGS: acidos grasos saturados; AGI: &cidos grasos insaturados.

Como se observa en la Figura 23B, so6lo se acumulan AGI en las calles en donde se
sembraron las muestras provenientes de los cultivos con IPTG, es decir, en cultivos en
donde hay sintesis de FL. Sin embargo, no se encontraron AGI en la fraccion de AGL
indicando que las desaturasas no pueden actuar sobre AG que no estén esterificados a FL.
Este resultado indicaria que los FL estan actuando como sustratos de las desaturasas y no
los AGL. Es decir que DesA, DesB y DesL reconocen a las cadenas acilo de los FL como
sustratos para introducir el doble enlace en la posicion que corresponda en cada caso. Por

lo tanto, se puede concluir que las tres desaturasas son acil lipido desaturasas.
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1.5 — Estudio del sistema de transporte de electrones de las desaturasas de B. cereus y

B. licheniformis.

El proceso de desaturacion de AG requiere hierro no heminico, oxigeno molecular
y dos equivalentes de reduccion >**%. Los electrones son transportados desde el NAD(P)H
hasta las desaturasas por dos sistemas de transporte funcionalmente equivalentes y
especificos del compartimento subcelular en donde se encuentran. En las desaturasas
presentes en el RE de las plantas y en las acil-CoA desaturasas de animales y hongos, la
proteina transportadora es el citocromo b5 ya sea en su forma libre o fusionada a la
desaturasa. En las acil-ACP desaturasas solubles y las acil lipido desaturasas de membrana,
los electrones son provistos por la Fd. En nuestro laboratorio se ha demostrado, en trabajos
previos, que tanto la Fd codificada por el gen fer > como las Fld, YkuN e YkuP
codificadas en el operén ykuNOP % de B. subtilis son capaces de transferir a la desaturasa
Des los electrones necesarios para la catalisis y que la actividad desaturasa es nula en
ausencia de las mismas ®*. Es por esto que se propuso investigar si estas proteinas son
capaces de transferir electrones a las desaturasas de B. cereus y B. licheniformis. En primer
lugar se realizd un analisis in silico utilizando el programa de comparacion de secuencias
BLAST vy se encontraron en el genoma de B. cereus y B. licheniformis marcos abiertos de
lectura que codifican Fd y Fld. La comparacion de las secuencias aminoacidicas de los
respectivos polipéptidos con las de B. subtilis revelo la presencia de una proteina en B.
licheniformis con un porcentaje de identidad del 75% a la Fd de B. subtilis y una en B.
cereus 67% idéntica a la Fd de B. subtilis. Por otro lado en B. licheniformis se encontrd una
proteina con una identidad del 45% a YkuN de B. subtilis y dos proteinas con porcentajes
de identidad de 71% y 69% con respecto a YkuP. Por otro lado, en B. cereus se hallaron 8
polipéptidos con porcentajes de identidad entre 47% y 57% a YkuN de B. subtilis. Sin
embargo, no se halld6 ninguna proteina con identidad significativa a YkuP. Ademas
ninguna de las proteinas encontradas en B. licheniformis forman parte de un operén como
en el caso del operon ykuNOP de B. subtilis. Debido la presencia de estas proteinas en
estas bacterias y a los altos porcentajes de identidad que presentan con respecto a Fd y Fld
de B. subtilis, se decidié evaluar, en B. subtilis, la participacién de las mismas en el
proceso de desaturacion de las desaturasas DesA, DesB y DesL. Para ello se construyeron
las cepas de B. subtilis des- LSA4383, LSA4300 y LSA4321 mutantes en el gen fer y que
expresan los genes desA, desB y desL bajo su propio promotor. Para evaluar si Fd es
requerida para la actividad de DesA, DesB y DesL, se marcaron con palmitato radioactivos

en MM-MIV las cepas deficientes en dicha proteina y las isogénicas fer+ (LSC2983,
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LSCO0400 y LSC2106) y se ensayo la conversion de dicho AG a acido cis-hexadecenoico.

Las cepas deben cultivarse en medio MM-MIV conteniendo los AA metionina, isoleucina
y valina (MIV) para evitar el periodo de latencia largo que tienen las bacterias en ausencia
de Fd. Luego de la marcacion a 25°C h, se extrajeron y derivatizaron los lipidos y se
analizaron mediante TLC. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla XII1.

Tabla XI11. Actividad desaturasa en cepas de B. subtilis mutantes en Fd.

%AG LSC2983 LSA4383 | LSC0400 LSA4300 | LSC2106 LSA4321
(fer+) (fer-) (fer+) (fer-) (fer+) (fer-)

AGS 38+2 66 + 2 25+ 3 31+2 44 + 4 703

AGI 62 2 34+2 753 69 = 2 56+4 30 £3
Las células de las cepas que expresan Fd LSC2983, LSC0400 y LSC2106 y de las cepas mutantes
en el gen fer LSA4383, LSA4300 y LSA4321, se cultivaron en MM-MIV a 37°C hasta fase
exponencial. Se marcaron alicuotas de los cultivos con 0.2 uCi de [*C]-palmitato a 25°C durante 2
h. Se extrajeron los lipidos marcados y se separaron mediante cromatografia de argentacion. La
radioactividad se cuantific6 con el programa ImageQuant 5.2. Los valores de la tabla son el
promedio de tres experimentos independientes y se expresan como porcentaje del total de AG.

Como puede observase en la Tabla XIII se detectd sintesis de AGI en todas las
cepas ensayadas. Sin embargo, la desaturacion del acido palmitico en la cepa LSA4383,
que expresa la desaturasa DesA y carece de Fd, fue un 50% menor que en la cepa parental
LSC2983. Por otro lado, la actividad A10 desaturasa no se vio influenciada por la ausencia
de Fd. En el caso de la cepa LSA4321, que expresa DesL de B. licheniformis y es mutante
en el gen fer, se encontrd que existe una disminucion del 50% de la actividad desaturasa
comparada con la cepa parental (Tabla XII1).

Como se menciono anteriormente, las Fld también participan en la biosintesis de
AGI en B. subtilis *. Por ello, para evaluar si también participan en dicho proceso en las
desaturasas en estudio, se construyeron las cepas de B. subtilis LSA2883, LSA2800 y
LSA2821 (Figura 24). Las mismas no presentan Fd, expresan condicionalmente el operén
ykuNOP, en el que estan codificadas las Fld, bajo el promotor inducible por IPTG Pspac y

expresan, bajo su propio promotor, los genes desA, desB y desL, respectivamente.
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Figura 24. Esquema de la construccion de las cepas de B. subtilis LSA2883, LSA2800 y
LSA2821. A) Evento de integracion del vector pMutin en el operdn ykuNOP de la cepa L43. En la
parte superior se representa la integracién isotopica del vector pMutin en el operén ykuNOP. En la
parte inferior de la figura se muestra el resultado de dicha integracion, donde el operon queda bajo
el control transcripcional del promotor Pspac inducible por IPTG. B) Evento de integracion de cada
uno de los genes des en el locus amyE de las cepas mutantes en el gen fer y el operén ykuNOP. En
la parte superior se representa la integracién ectdpica de los genes de las desaturasa desA, desB y
desL en el locus amyE de B. subtilis. En la parte inferior se muestra el resultado de dicha
integracion donde queda cada uno de los genes des integrado en el cromosoma de la cepa mutante
en en gen fer y el operén ykuNOP.

Las células se cultivaron inicialmente en ausencia de IPTG, en esta condicion
alcanzan una DOggo = 0,4 y el crecimiento se detiene debido a que las mismas no poseen
Fd ni FId. En este momento se toma la primera muestra para marcar con palmitato. Luego,
se agregod al medio de cultivo IPTG y 2 h mas tarde, cuando se reanuda el crecimiento
porque se restaura la sintesis de Fld, se volvié a tomar una segunda muestra de cada
cultivo. El objetivo de tomar una muestra una vez que el operdn se induce nuevamente es
determinar si la desaturasa aun se encuentra activa, lo cual permitira remitir los resultados
obtenidos con respecto a la sintesis de AGI a la ausencia de dadores de electrones y no a la
presencia de una desaturasa inactiva. Cada una de las muestras marcadas con palmitato se

incubd 2 h a 25°C. A continuacion se extrajeron y derivatizaron los lipidos y se analizaron
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por cromatografia de argentacion como se muestra en la Figura 25. Los valores de la

cuantificacion de los AGS y AGI se resumen en la Tabla XIV.

LSA2883 LSA2800 LSA2821

AGS “ " LA
AGI »
.
.
. » . . L ] L ]
1 2 1 2 1 2

Figura 25. Cromatografia de argentacion de AG de las cepas de B. subtilis LSA2883,
LSA2800 y LSA2821 marcadas con [1-*C]-palmitato. Se cultivaron las tres cepas en MM-MIV
durante toda la noche a 37°C. Al dia siguiente se lavaron y resuspendieron en MM-MIV fresco y se
crecieron sin IPTG hasta que se detuvo el crecimiento, en ese momento se tomé una alicuota de
cada cultivo, se agreg6 el palmitato radioactivo y se incub6 2 h a 25°C. Al resto de los cultivos se
les agregd IPTG y se incub0 2 h a 37°C. Luego se tom6 una alicuota de cada cultivo, se agrego el
palmitato radioactivo y se incub0 2 h a 25°C. Se extrajeron los lipidos de todas las fracciones y se
separaron por cromatografia de argentacion. La visualizacion de la radioactividad se llevo a cabo
usando pantallas Phosphorlmager y se cuantifico con el programa ImageQuant 5.2. Calle 1: sin
IPTG; calle 2: con IPTG. AGS: 4cidos grasos saturados; AGI: &cidos grasos insaturados.

Tabla XIV. Actividad desaturasa en cepas de B. subtilis mutantes en Fd y FId.

LSA2883 (fer-) LSA2800 (fer-) LSA2821 (fer-)
%AG [ -IPTG +IPTG -IPTG +IPTG -IPTG +IPTG
(s/FId) (c/FId) (s/FId) (c/FId) (s/FId) (c/FId)
AGS | 972 65 + 3 93+3 37+3 96 + 1 54 + 2
AGl | 3z2 35+ 3 7+3 63+ 3 4+1 46 + 2

Las células de las cepas mutantes en el gen fer y que expresan condicionalmente el operén ykuNOP
LSA2883, LSA2800 y LSA2821 se cultivan en MM-MIV a 37°C hasta fase exponencial con o sin
IPTG. Se marcan alicuotas de los cultivos con 0.2 uCi de [**C]-palmitato a 25°C durante 2 h. Se
extraen los lipidos marcados y se separan mediante cromatografia de argentacion. La
radioactividad se cuantifica con el programa ImageQuant 5.2. Los valores de la tabla son el
promedio de tres experimentos independientes y se expresan como porcentaje del total de AG.

Como se observa en la Figura 25 cuando no hay inductor en el medio, es decir, los

cultivos no producen Fd y estan empobrecidos en Fld, no hay acumulacién de AGI. En
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cambio, al agregar IPTG se restablece la sintesis de Fld y se vuelve a ver produccion de

AGI en las tres cepas. Se determind para las tres cepas que la sintesis de AGI en ausencia
de dadores de electrones disminuye alcanzado valores de entre 3-7% del total de la
radioactividad incorporada a los AG. Cuando se agrega el inductor se restablece la sintesis
de AGI a valores cercanos a los de las cepas parentales (Tabla XIII). Con los resultados
obtenidos se puede deducir que tanto DesA como DesL utilizan Fd y Fld como proteinas
transportadoras de electrones, mientras que para DesB las principales dadoras serian las
FId. Asimismo se determiné que la Fd y las FId son las Unicas proteinas transportadoras en
B. cereus y B. licheniformis y que no hay actividad desaturasa en ausencia de las mismas.

Es este capitulo de la Tesis se ha descripto la existencia de dos marcos abiertos de
lectura en B. cereus a los que se ha renombrado como DesA y DesB. DesA es una
desaturasa con actividad A5 que utilizaria como sustrato los AG esterificados a los FL de
membrana. DesB también es una desaturasa pero con actividad A10 cuyos sustratos de
reaccion también serian los AG de los FL de la membrana. Ademas se determind que
DesA utilizaria tanto la Fd como las Fld como proteinas transportadoras mientras que
DesB tendria preferencia por las Fld. Por otro lado se determind que si bien en B.
licheniformis existen dos marcos abiertos de lectura que codificarian putativas desaturasas,
solo el gen BL02106 codifica un producto que presenta actividad desaturasa, al que se lo
renombrd como DesL. DesL tiene actividad AS desaturasa y, al igual que DesA y DesB,
seria una acil lipido desaturasa. Ademas, DesL tambien puede usar Fd y FId como dadores
de electrones. El segundo marco abierto de lectura hallado en B. licheniformis no presentd
actividad desaturasa en las condiciones ensayadas. Finalmente, las tres desaturasas en
estudio sintetizan mayor proporcion de AGI a bajas temperaturas, lo cual estaria indicando
que la actividad de las mismas o la expresion de los genes que las codifican se encuentran
reguladas por la temperatura de crecimiento. Este tema se analizara en el capitulo 111 de

este trabajo de Tesis.
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DISCUSION CAPITULO |

Los AGI son componentes esenciales de la membrana celular. Asimismo son
moléculas esenciales para la replicacion de ADN, la diferenciacion y la muerte celular. La
perturbacién en los niveles de los mismos puede ser letal para la célula a causa de la
disrupcién de la estructura de membrana %, La fluidez de la misma es de importancia
central para la funcion e integridad del sistema celular. Un parametro crucial que determina
la fluidez de la membrana es el balance entre los AGS y los AGI. Los organismos vivos, en
particular los poiquilotermos, responden a una disminucion en la temperatura aumentando
la proporcion de AGI. Este fendmeno ha sido designado con el nombre de adaptacion
homeoviscosa . Los AGI son sintetizados por las desaturasas que son un tipo especial de
oxigenasas que pueden remover dos hidrégenos de una cadena hidrocarbonada y catalizar
la formacion de un doble enlace. En este capitulo se describid la biosintesis de AGI en
diferentes especies del género Bacillus cultivadas en condiciones definidas a 37°C y luego
de un descenso en la temperatura de crecimiento a 25°C. A excepcion de P. polymyxa
todos los bacilos estudiados responden a esta disminucion en la temperatura de
crecimiento, aumentando la proporcion de AGI. Sin embargo, P. polymyxa, al igual que
otras especies dentro de este género, aumenta la cantidad de AGR (de 25% a 38%) para
contrarrestar el efecto del descenso térmico sobre la fluidez de la membrana.

Se realizd la caracterizacion funcional de las desaturasas presentes en B. cereus
ATCC 14579 y B. licheniformis ATCC 14580. Diferentes autores han mostrado que B.
cereus sintetiza AGI con los dobles enlaces en diferentes posiciones %43 de Sarrau y
colaboradores hallaron que B. cereus ATCC 14579 sintetiza no sélo los AGI A5 y A10
caracteristicos de esta especie, sino que también encontraron AGI 16:1 A6 y 18:1 A9,
cuando esta bacteria se cultiva en medios ricos ***. Haque y Rusell han estudiado muchas
cepas diferentes de B. cereus aisladas de muestras de arroz y cultivadas en medios ricos en
donde también encontraron AGI con insaturaciones A9 ***. Durante este trabajo de Tesis se
ha demostrado que en MM definido, en el cual no hay ninguna fuente externa de AG, B.
cereus ATCC 14579 solamente produce AG monoinsaturados A5, A10 y diinsaturados
A5,10; éstos dltimos no habian sido detectados previamente por ninguno de los autores
citados. Los AGI A6 y A9 hallados en otras investigaciones provienen del medio de cultivo
y no son productos de las desaturasas de dichos microorganismos.

De la misma manera, Fulco ha detallado la presencia de AGI con los dobles enlaces
en las posiciones A5, A8, A9 y A10 en diferentes cepas de B. licheniformis °. En nuestro

laboratorio se demostrd que todas las cepas de B. licheniformis estudiadas sintetizan
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unicamente AGI A5 en MM vy que los demés isdmeros hallados serian incorporados por las

bacterias del medio de cultivo. Estos resultados fueron obtenidos en nuestro laboratorio al
cultivar B. licheniformis en medios ricos, reafirmando asi la hipdtesis de trabajo que
propone que sélo trabajando en medios minimos y definidos es posible determinar la
correcta composicion de AG de las membranas de las bacterias (Mariana Alemany,
Trabajo de Tesina). De alli el profundo interés en determinar las condiciones de
crecimiento en MM para poder realizar una correcta identificacion de los AG de las cepas
en estudio.

También se demostr6 que tanto B. cereus como B. licheniformis responden a una
disminucion en la temperatura de crecimiento aumentando la proporcién de AGI. B.
licheniformis aumenta al doble la cantidad de AGI cuando se transfieren a 25°C los
cultivos crecidos a 37°C, (de 3,2 % a 6 %, Tabla IX). En el caso de B. cereus los AGI
aumentan de 27%, cuando se cultiva a 37°C, a 45% a 25°C y se ve un incremento
especialmente de los AGI A5 de 2,7 a 8 %. Los diinsaturados aumentan 6 veces su
cantidad de 2% a 37°C a 12% a 25°C, mientras que la proporcion de AGI Al0
practicamente no sufre cambios (Tabla 1X). Este hallazgo es llamativo ya que estas dos
bacterias utilizarian principalmente la variacion en la cantidad de AGI como mecanismo
de adaptacion a bajas temperaturas, mientras que la mayoria de los bacilos previamente
descriptos en la bibliografia estimulan la biosintesis de AGR de la serie anteiso para
aumentar el desorden en la membrana *° y mantener una correcta fluidez ante un descenso
en la temperatura de crecimiento. B. cereus s6lo aumenta de 5,4 a 7% la cantidad de AGR
anteiso y B. licheniformis mantiene constante la proporcion de los mismos alrededor de
18%. Esta observacion también estaria influenciada por las condiciones de crecimiento de
estas bacterias ya que cuando la determinacion se hace en medio rico existen, ademas de
AGI, precursores de los AGR que estarian influyendo sobre el porcentaje final de los
mismos.

B. cereus posee dos genes anotados como putativas desaturasas, BC2983 y
BCO0400. La expresion heterologa de dichos genes en una cepa B. subtilis que no sintetiza
AGlI, revel6 que ambos codifican desaturasas activas que introducen el doble enlace en las
posiciones A5 y A10 de las cadenas acilo de los AG esterificados a FL, respectivamente.
En el genoma de B. licheniformis hay anotados dos genes como posibles desaturasas. La
expresion de estos genes en la misma cepa de B. subtilis demostré que sélo el producto
génico del gen BL02106 es activo como desaturasa con regioselectividad A5, mientras que

el segundo gen no codificaria una desaturasa activa. De esta manera se renombraron las
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desaturasas como DesA en el caso de la A5 desaturasa y DesB para la A10 desaturasa de B.

cereus y DesL, para la unica A5 desaturasa de B. licheniformis. EI gen BL02692 se
denomind desX por su alta homologia con otras desaturasas, aun cuando no pudo
determinarse qué actividad posee.

Cuando se expresaron los genes desA y desB de B. cereus en la cepa de B. subtilis
mutante en el gen des, se observd mayor acumulacion de AGI, tanto para DesA como para
DesB, cuando los cultivos a 37°C se transfirieron a menores temperaturas de crecimiento
(Tabla XII). Esta observacion contrasta con los resultados obtenidos al analizar el perfil
lipidico de B. cereus (Tabla 1X), en donde se observa que al disminuir la temperatura de
crecimiento, el contenido del los AGI A10 permanece practicamente constante. Este hecho
estaria sugiriendo que, en B. cereus, los isomeros A10 pueden ser desaturados por DesA,
dando como resultado mayor cantidad de AG diinsaturados A5,10 a 25°C. La cantidad de
isdmeros A5 obtenidos al analizar tanto los AG de B. cereus (Tabla IX) como cuando se
expresa DesA en B. subtilis (Tabla XII), aumentan cuando la temperatura de crecimiento
disminuye. Estos resultados indican que la induccion a bajas temperaturas de la sintesis de
AGI podria deberse a un aumento en la expresion o en la actividad desaturasa de ambas
enzimas cuando se disminuye la temperatura de crecimiento.

B. licheniformis presenta dos genes anotados como putativas desaturasas. Sin
embargo, con los experimentos llevados a cabo en este trabajo de Tesis, no se pudo hallar
actividad desaturasa para el gen desX. Como se definié anteriormente, el término
desaturasa incluye a todas las enzimas capaces de activar el oxigeno y usar este reactivo
para una subsecuente modificacion de un enlace C-H de un sustrato saturado o
monoinsaturado, dando como productos no sélo dobles enlaces cis- o trans-, sino que
también la insercion de grupos hidroxilo o epoxi, 0 incluso, como se ha postulado, la
decarbonilacién de grupos aldehido y deshidrogenacion de ubiquinoles *?. Entonces, es
posible que este gen esté codificando una enzima con una actividad diferente, cuyos
productos finales de reaccion enzimatica no se pudieron detectar con las técnicas analiticas
utilizadas al analizar los extractos lipidicos de las cepas que expresan este gen. Cabe
destacar que los resultados obtenidos a partir de la expresion del gen desX son coherentes
con los previamente desarrollados a partir de los cultivos de la cepa salvaje. En el perfil
lipidico de la cepa B. licheniformis ATCC 14580 se encontraron Unicamente AGI A5, los
cuales serian producto de la desaturasa codificada en el gen desL, y no se evidenciaron otra
clase de AGI. De esta manera podria suceder que la proteina codificada por el gen desX

genere productos diferentes a los AGI y que no se han podido detectar con las técnicas
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utilizadas o bien que dicho gen, codifique para una desaturasa, en este caso podria ser una

A5 desaturasa debido a los altos porcentajes de identidad y similitud con otras AS
desaturasas y que presente alguna mutacion en algin dominio esencial para su actividad
que hace que la misma no sea activa en las condiciones ensayadas.

Mediante la construccion de enzimas quiméricas, se pudo determinar, en nuestro
laboratorio, que la fusion del dominio N-terminal del gen desA al gen desX, restauraba la
actividad desaturasa del polipéptido codificado por este gen. La expresion de la proteina
quimérica permitio obtener AGI con el doble enlace en la posicion A5 (Diego Sastre,
comunicacion personal). Asimismo, el cambio puntual de la cisteina en la posicion 40 de
desX por tirosina, que es el correspondiente AA presente en las desaturasas activas,
restaurd la actividad desaturasa de dicha enzima. Estos resultados indicarian que B.
licheniformis, en algin momento durante la evolucion, podria haber adquirido por
transferencia horizontal de genes un segundo gen que codificaba una A5 desaturasa o bien
podria haber duplicado el gen que ya poseia generando una secuencia pardloga en otra
region de su genoma. Esta proteina paraloga tendria la misma o similar funcion, no
obstante, se sabe que muchas veces no existe la misma fuerza selectiva original sobre la
copia duplicada del gen, y ésta puede adquirir nuevas funciones por mutacion y seleccion.
En este caso, el producto del gen desX no debe haber tenido una funcion que le significara
una ventaja al organismo y por lo tanto, dicho gen podria haber sufrido mutaciones que
inactivaron definitivamente la actividad de su producto génico.

Debido a que las predicciones bioinformaticas realizadas con estas proteinas
indican que las tres serian desaturasas de membrana, se estudi6 la naturaleza de los
sustratos mediante experimentos in vivo utilizando una cepa de B. subtilis mutante en el
gen plsC que presenta desacoplada la sintesis de AG con la de FL **. Grau y de Mendoza
habian demostrado que los sustratos de la desaturasa de B. subtilis son los AG unidos a los
FL de la membrana *. En este trabajo de Tesis se pudo determinar que las tres desaturasas
en estudio efectivamente introducen los dobles enlaces en las cadenas acilo de los AG
esterificados a los FL de la membrana. Por lo tanto, los datos obtenidos sugieren que
DesA, DesB y DesL serian acil lipido desaturasas del tipo de desaturasas de membrana
tilacoides de cianobacterias y cloroplastos de plantas >’. Si bien los experimentos llevados
a cabo con las cepas mutantes en el gen plsC sugieren que los AG deben ser incorporados a
los FL para poder ser desaturados, no se puede descartar la presencia, tanto en B. cereus
como en B. licheniformis de una via que involucre la de-acetilacion de los lipidos de

membrana, la esterificacion de los mismos a una coenzima, la desaturacion de los
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tioésteres formados vy la re-acilacion del AGI a los FL de la membrana. Para determinar si

esta via opera en estas bacterias se pueden realizar los mismos experimentos llevados a
cabo con la cepa pIsC pero en una cepa mutante en el gen panE, que codifica para la
reductasa de 4cido cetopantoico **°. Esta cepa es incapaz de sintetizar pantoato, precursor
del pantotenato. El pantotenato se utiliza para la biosintesis de CoA y ACP *®. Si en estas
cepas todavia se observa acumulacion de AGI se podria corroborar que los AG unidos a
los FL de la membrana pueden ser desaturados sin necesidad de estar unidos previamente a
alguna coenzima como CoA o ACP, como se habia determinado previamente para la
desaturasa de B. subtilis % .

La reaccion de desaturacion consiste en la remocion de dos a&tomos de hidrogeno
formando un doble enlace cis en la cadena hidrocarbonada de un AG, proceso para el cual
las desaturasas utilizan equivalentes de reduccién que obtienen de una cadena de transporte
de electrones. En esta cadena participa una proteina transportadora de electrones que, en el
caso de las desaturasas bacterianas, es la Fd. En nuestro laboratorio se habia descripto por
primera vez la participacion de las FId como proteinas transportadoras hacia una desaturasa
cuando se analizo la sintesis de AGI en cepas de B. subtilis mutantes en dichas proteinas.
Asi se vio que la desaturasa de B. subtilis, Des, utiliza tanto Fd como Fld (YkuN e YkuP)
en la cadena de transporte . Utilizando las mismas cepas de B. subtilis se establecié que
DesA, DesB y DesL tambien pueden obtener los electrones requeridos para la catélisis de
la Fd como de las Fld. Sin embargo, DesB no utilizaria la Fd tan eficiente como las Fld ya
que en ausencia de Fd se produce sélo un ligero descenso de la sintesis de AGI. Si bien
estos experimentos se llevaron a cabo en cepas de B. subtilis, mediante andlisis in silico, se
pudieron identificar proteinas ortélogas en B. cereus y B. licheniformis con elevados
porcentajes de identidad a la Fd y las Fld de B. subtilis. Estos datos, junto con los
resultados de los experimentos detallados, sugieren que es altamente probable que Fd y Fld
sean los dadores de electrones fisiologicos de las desaturasas de B. cereus y B.

licheniformis.

91



CAPITULO 11

ESTUDIO DE LA ESENCIALIDAD DE LOS GENES DE LAS
DESATURASAS DE Bacillus cereus.



Resultados 11

RESULTADOS CAPITULO II
En el Capitulo | se describié la caracterizacion funcional de las desaturasas

presentes en B. licheniformis y B. cereus. Se determind, en B. licheniformis, la presencia de
una acil lipido desaturasa activa denominada DesL, que tiene actividad A5 y organizacion
génica idéntica a la desaturasa Des de B. subtilis ya que, corriente abajo de este gen, se
encontraron dos genes con homologia al sistema DesK/R de B. subtilis. Ademas se hall6 un
segundo gen, desX, anotado previamente como putativa desaturasa, con alta homologia a
desaturasas delta cinco, al cual no se le encontr6 ninguna actividad en las condiciones
ensayadas. Por otro lado, en B. cereus se encontraron dos desaturasas encargadas de
sintetizar una inusualmente elevada proporcion de AGI. Por un lado, DesA que es una A5
acil lipido desaturasa y se encuentra regulada por temperatura. Sin embargo, su
organizacion genética no muestra la presencia, corriente abajo, de los genes regulatorios
desK-desR, como sucede en B. subtilis. Por otro lado, DesB es una acil lipido desaturasa
pero con actividad A10 y muy bajos porcentajes de identidad y similitud con respecto a Des
de B. subtilis. Por todas estas observaciones se decidio estudiar el rol funcional de DesA y
DesB en B. cereus. Para ello se inactivaron los genes que codifican estas desaturasas y se
evaluo la funcion de las mismas en la fisiologia de B. cereus, analizando el impacto de las
mutaciones sobre el crecimiento y la sintesis de AGI en esta bacteria y la adaptacion a bajas

temperaturas de crecimiento.

2.1 — Construccion de cepas mutantes de B. cereus en los genes desA y desB.

Con el objeto de evaluar la esencialidad de las desaturasas de B. cereus sobre el
crecimiento y la sintesis de AGI, se construyeron las cepas LCER2983, LCER0400 y
LCER2904. Para este fin se desarroll6 una estrategia novedosa basada en una modificacion
de la técnica original utilizada para construir cepas mutantes en B. anthracis *?°. La
innovacion se basa en la utilizacion de un casete de resistencia a un ATB lo cual resulta en
una busqueda mucho mas rapida y sencilla de las cepas mutantes. Para la construccion de
las mutantes se disefiaron plasmidos conteniendo fragmentos correspondientes a las
regiones 5’ y 3’ de los genes desA y desB, interrumpidos por un casete de resistencia a un
ATB (Figura 26). Con los plasmidos obtenidos se transformé la cepa salvaje de B. cereus
como se describe en Materiales y Métodos y se llevd a cabo la bldsqueda de las cepas

mutantes siguiendo la estrategia que se detalla en la Figura 26.
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A Cm repA-ts

pORICm-Sp

SpR

SUTR } 3 3UTR

5°’UTR BC2983 3°UTR
l 1 - Cointegrado

pORICm-Sp

5°UTR SpR 3’UTR 5°UTR BC2983 3’UTR

2 - Escision
CY UE  SpS”  Sp3’ LR
————— 71—
5°UTR SpR 3°UTR

Dial
Electroporacion de B. cereus con el vector pPORICmSp . Incubacion a 30°C en presencia de Cm

l pORICmSp presente en las células de B. cereus
Dia2

Incubacion a 30°C en presencia de Cm en medio liquido durante 4 h, transferencia a 42°C en incubacién ON

l pORICmSp integrado en el cromosoma de B. cereus (1° evento de recombinacion)
Dia3

Dilucién 1/2000, incubacién a 30°C en ausencia de Cm durante 4 h, transferencia a 42°C en incubacion ON

l Eliminacion del pORICmSp del cromosoma de B. cereus y reemplazo génico (2° evento de
; recombinacion)
Dia4

Diluciones seriadas, siembra de las mismas en presencia de Sp e incubacion ON a 37°C

l Crecenaquellas células que tengan el casete de resistenciaa Sp
Dia5

Repique de las colonias obtenidas en presencia de Cm o Sp

l Las cepas mutantes deben creceren Sp y no en Cm. Analisis de las cepas mutantes.
Dia6

Obtencidn de ADN gendmico y andlisis del fenotipo mutante por PCR

Figura 26. Estrategia para obtencion de la cepa mutante LCER2983. La misma estrategia fue
utilizada para la obtencion de todas las cepas mutantes, cada una con su correspondiente plasmido.
A) Disefio del plasmido pORICm-Sp. B) Estrategia de blsqueda de las cepas mutantes.
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De esta manera se obtuvieron las cepas mutantes LCER2983 y LCER0400. En la

cepa LCER2983 se reemplazo el gen desA por un casete de resistencia a Sp, en la cepa
LCERO0400 se reemplazo el gen desB por un casete de resistencia a Kan. Ademas, con el
plasmido utilizado para generar la mutante en el gen desB se transformo la cepa mutante en
el gen desA generando la cepa doble mutante LCER2904 en donde ambos genes se
encuentran inactivados por los correspondientes casetes de resistencia a ATB.

A continuacién, se analiz6 el comportamiento de las cepas mutantes en diferentes
medios de cultivos con el fin de analizar el impacto de las mutaciones en estos genes en el
crecimiento y la sintesis de AG en B. cereus.

2.2 — Caracterizacion fenotipica de la cepa LCER2983 en diferentes condiciones de
cultivo.
2.2.1 — Estudio del crecimiento de la cepa LCER2983 en diferentes condiciones de
cultivo.

Las pruebas fisiologicas realizadas en medio rico mostraron que la cepa LCER2983
no presenta ninguna diferencia en el tiempo de crecimiento en medio sélido y liquido, ni
distinta morfologia de colonia o al microscopio comparado con la cepa salvaje.

Para analizar el crecimiento en MM, se cultivaron las cepas salvaje y mutante en la
A5 desaturasa de B. cereus en dicho medio a 37°C durante toda la noche. Al dia siguiente
se inocularon medios frescos con dicho cultivo y se incubd un frasco a 37°C y uno a 25°C
con cada una de las cepas. Las curvas de crecimiento obtenidas se muestran en la Figura

217.
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Figura 27. Crecimiento de las cepas de B. cereus ATCC 14579 y LCER2983 en MM. Las cepas
ATCC 14579 (desA+) y LCER2983 (desA) se cultivaron a 37°C durante la noche en MM. Las
células se resuspendieron en MM vy se cultivaron a 37°C o 25°C. Se utiliz6 como parametro de
crecimiento la absorbancia medida a 600 nm (DOgy) en alicuotas de los cultivos extraidas a
distintos tiempos.
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Como puede observase en la Figura 27 el crecimiento de la cepa LCER2983 en

MM liquido es igual al de la cepa salvaje, presentado el mismo periodo de latencia y
tiempo de generacion. En este medio de cultivo tampoco se observaron diferencias en la
morfologia de colonia o al microscopio Gptico (datos no mostrados). Estos resultados
sugieren que el gen desA no seria esencial para el crecimiento de B. cereus en las

condiciones ensayadas.

2.2.2 — Sintesis de &cidos grasos en la cepa LCER2983.

Para estudiar la composicion de AG en la cepa LCER2983 se cultivaron las cepas
salvaje y mutante en el gen desA, en MM durante toda la noche y al dia siguiente se
resuspendieron las células en MM y se cultivaron a 37°C hasta una DOgy = 1 en donde los
cultivos se dividieron en dos fracciones. Una de ellas se continué incubando a 37°C y la
otra se cultivo a 25°C durante toda la noche. A continuacidn, se recolectaron las células y
se extrajeron y derivatizaron los lipidos como se describen en Materiales y Métodos. Los
mismos se analizaron mediante experimentos de GC-MS. En la Figura 28 se muestra una
ampliacion entre los 8 y los 11 min de los cromatogramas superpuestos obtenidos para la

cepa salvaje y mutante en la AS desaturasa a 25°C.
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Figura 28. Perfil de AG producidos por las cepas de B. cereus ATCC 14579 y LCER2983 a
25°C. Las cepas ATCC 14579 (desA+) y LCER2983 (desA) se cultivaron a 37°C durante la noche
en MM. Las células se lavaron y se resuspendieron en MM vy se cultivaron a 37°C seguido de 25°C.
Celeste: B. cereus ATCC 14579; violeta: B. cereus LCER2983.

Como se observa en la Figura 28 los picos correspondientes a los AGI i16:1 AS,
i16:2 y n16:2 no estan presentes en el cromatograma de la cepa mutante comparado con el
de la cepa salvaje, lo cual corrobora que DesA es la responsable de la sintesis de los AGI

Ab. Para corroborar que efectivamente la cepa mutante no produce AGI A5, se determind
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la posicion del doble enlace en los AGI sintetizados por esta cepa mediante GC-MS de los

aductos obtenidos con DMDS * (Tabla XV). Asi se verifico que la cepa mutante no
produce AGI con el doble enlace en la posicion A5, ni tampoco AG diinsaturados A5,10.

Tabla XV. Composicion de acidos grasos de B. cereus ATCC 14579 y LCER2983 en
MM.

B. cereus ATCC 14579 B. cereus LCER2983
% AG
37°C 25°C 37°C 25°C
AGI Totales 28 +3 45+ 4 25+2 34+2
AGI-A5 3+1 71 0 0
AGI-A10 23+2 27 +1 25+2 34+2
AGI-A5,10 2,2+04 11+2 0 0
AGR Totales 63+3 47 + 3 67 +4 57+4
AGR-Iso 55+ 2 39+2 58+ 3 47 +3
AGR-Anteiso 8+1 8+1 9+1 10+1
Iso/Anteiso 6,9+0,2 49+0,2 6,4+0,2 47+0,2

Las células se cultivaron en MM a 37°C hasta fase exponencial y luego una alicuota se transfiri6 a
25°C. Se extrajeron los lipidos de las dos fracciones, se convirtieron a MEAG vy los productos se
identificaron mediante GC-MS. Los valores de la tabla son el promedio de tres experimentos. AG:
acidos grasos; AGI: acidos grasos insaturados; AGR: acidos grasos ramificados.

En los cromatogramas de la Figura 28 puede apreciarse que los niveles de los n16:1
A10 son mayores para la cepa mutante, pero la proporcion de AGI 116:1 A10 es mayor en
la cepa salvaje. Cuando se realizo la cuantificacion de los AG producidos por las cepas en
estudio (Tabla XV) se observo que la cepa mutante sintetiza mayor proporcion de AGI A10
a 25°C que la cepa salvaje lo cual estaria indicando que la cepa mutante debe compensar
con estos AGI la ausencia de los AGI A5 y A5,10. Al estar ausente la A5 desaturasa, la A10
desaturasa esta cubriendo la demanda de AGI. Al mismo tiempo, el aumento de la
proporcion de AGI A10 con la disminucion de la temperatura demuestra que los isdémeros
A10 son sustrato de DesA para generar los AG diinsaturados, ya que en esta situacion en
donde no hay DesA los mismos se acumulan. Si bien la cantidad total de AGI producidos
en la cepa mutante no iguala el total de AGI en la cepa salvaje, esa cantidad de AGI,
combinado con un ligero aumento de los AGR de la serie iso a 25°C, le es suficiente a la
cepa LCER?2983 para crecer.

Estos experimentos corroboran que el gen desA codifica para la AS desaturasa en B.
cereus y que dicha proteina no seria esencial para el crecimiento de esta bacteria en las

condiciones ensayadas.
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2.3 — Caracterizacion fenotipica de la cepa LCERO0400 en diferentes condiciones de

cultivo.
2.3.1 — Estudio del crecimiento de la cepa LCER0400 en medio rico y medio minimo.
Cuando se analizo6 el crecimiento de la cepa LCER0400, mutante en el gen desB,
en medio rico sdlido se obtuvieron colonias de menor tamafio y en medio liquido el tiempo
de generacion fue mayor que el de la cepa salvaje (resultados no mostrados).
Para estudiar el crecimiento en MM de la cepa mutante en el gen desB se llevaron a
cabo los mismos ensayos descriptos en el punto anterior, obteniéndose las curvas

mostradas en la Figura 29.
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Figura 29. Crecimiento de las cepas de B. cereus ATCC 14579 y LCERO0400 en MM. Las cepas
ATCC 14579 (desB+) y LCER0400 (desB) se cultivaron a 37°C durante la noche en medio rico.
Las células se lavaron y se resuspendieron en MM y se cultivaron a 37°C o 25°C. Se utiliz6 como
parametro de crecimiento la absorbancia medida a 600 nm (DOgg) en alicuotas de los cultivos
extraidas a distintos tiempos.

En la Figura 29 puede observarse que la cepa mutante LCER0400 no crece en MM
a ninguna temperatura comparada con la cepa salvaje. Como se describi6 en el Capitulo I,
B. cereus produce en medio minimo a 37°C un 22-23% de AGI A10 y un 25-27% a 25°C,
por lo tanto este resultado estaria sugiriendo que la presencia de estos AG, en cantidades
inusualmente elevadas, es indispensable para permitir el crecimiento en estas condiciones,
sugiriendo que la desaturasa DesB seria esencial para B. cereus en MM a las temperaturas
ensayadas. Con este resultado, se describe por primera vez la esencialidad de una

desaturasa para el crecimiento de una bacteria del género Bacillus en MM.
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2.3.2 — Estudio del crecimiento de la cepa LCERO0400 en medio minimo suplementado

con oleato.

Para evaluar si el agregado de un AGI al medio de cultivo de manera exdgena
restauraba el crecimiento de la cepa LCERO400 se cultivaron las cepas salvaje y mutante
en MM suplementado con oleato. En presencia de este AG no se pudo observar
crecimiento de ninguna de las dos cepas (resultados no mostrados). Esto estaria sugiriendo
que o bien la cantidad de oleato tomada por la bacteria es insuficiente para suplir las
necesidades de la mutante o bien el oleato agregado esté produciendo lisis de la bacteria en
estas condiciones de cultivo. Se ha visto, para ciertos microorganismos, que el agregado de
algunos AG a medios de cultivo puede causar la lisis celular atin en bajas cantidades **"*%,
por lo tanto, en este medio puede estar ocurriendo que el agregado de oleato exdgeno
produzca la muerte de las bacterias y por ello no se observa crecimiento. Se realizd
también el agregado de oleato al medio de cultivo en presencia de albumina sérica bovina
para evaluar si en este medio, en donde el oleato al estar formado un complejo con la
albumina es liberado méas lentamente, se podia rescatar el crecimiento de la cepa mutante y
no se obtuvo, tampoco en esta situacion, la complementacion del fenotipo. Cabe destacar
que esta forma de complementacién ha sido llevada a cabo en otras bacterias con éxito **°,
por lo que se puede especular que la cantidad de oleato captada en estas condiciones es

insuficiente para permitir el crecimiento.

2.3.3 — Estudio del crecimiento de la cepa LCERO0400 en medio minimo suplementado
con aminoacidos.

En la busqueda de condiciones que restauren el crecimiento de la mutante en la A10
desaturasa de B. cereus, y conociendo que esta mutante podia crecer en medio rico como
LB en el cual puede sintetizar AGR gracias a la presencia de los precursores, se decidid
suplementar al MM con una solucién que contenia los 20 AA. En caso de encontrar que en
este medio se restauraba el crecimiento se realizaria un analisis mas detallado de las
condiciones de cultivo.

Los resultados obtenidos en este medio se muestran en la Figura 30.
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Figura 30. Crecimiento de las cepas de B. cereus ATCC 14579 y LCERO0400 en MM. Las cepas
ATCC 14579 (desB+) y LCER0400 (desB) se cultivaron a 37°C durante la noche en medio rico.
Las células se lavaron y se resuspendieron en MM suplementado con 0,01% de los 20 AA y se

cultivaron a 37°C o0 25°C. Se utiliz6 como parametro de crecimiento la absorbancia medida a 600
nm (DOgqo) en alicuotas de los cultivos extraidas a distintos tiempos.

Como se muestra en la Figura 30, en estas condiciones se obtuvo el mismo
comportamiento para las cepas salvaje y mutante. Ademas, en este medio el crecimiento de
la cepa salvaje ATCC 14579 es mucho mas rapido que en MM solo (Figura 29). El
suplemento con los AA no soOlo restaura el crecimiento de la cepa mutante sino que
también acelera la division celular en ambas bacterias produciendo tiempos de generacion
mas cortos. Estos resultados eran previsibles ya que en este medio se necesita utilizar
menos energia para la biosintesis de los AA y por lo tanto el crecimiento es mas rapido.

A continuacion se estudio el comportamiento de las cepas en MM con el agregado
de todos los AA excepto los cuatro AA precursores de los AGR con el objetivo de
determinar si el rescate observado frente al agregado de los mismos se debe a que hay un
aumento en la sintesis de AGR o0 si se estd produciendo algun otro cambio en el
metabolismo celular, diferente a los cambios en la composicion de la membrana, que
permita el crecimiento bacteriano. Para ello se cultivaron las cepas salvaje y mutante en
MM suplementado con los 16 AA que no son precursores de los AGR y las curvas de

crecimiento obtenidas se muestran en la Figura 31.
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Figura 31. Crecimiento de las cepas de B. cereus ATCC 14579 y LCERO0400 en MM. Las cepas
ATCC 14579 (desB+) y LCER0400 (desB) se cultivaron a 37°C durante la noche en medio rico.
Las células se lavaron y se resuspendieron en MM suplementado con 0,01% de todos los AA
exceptuando los precursores de los AGR vy se cultivaron a 37°C o0 25°C. Se utiliz6 como parametro
de crecimiento la absorbancia medida a 600 nm (DOgg) en alicuotas de los cultivos extraidas a
distintos tiempos.

Como puede verse en la Figura 31, en MM con todos los AA excepto aquellos que
son precursores de los AGR no se detecta crecimiento de la cepa mutante a ninguna de las
temperaturas ensayadas. Esto confirma que el rescate en el crecimiento observado
anteriormente se deberia Unicamente al agregado de precursores de los AGR.

Una vez hallado el medio que restaurd el crecimiento de la cepa mutante, se evalud
si era necesario agregar todos los AA al medio de cultivo o sélo alguno/s de ellos podia
rescatar a la cepa LCERO0400 contrarrestando el efecto de la falta de AGI, esenciales para
esta bacteria. Los AA ramificados valina, leucina e isoleucina son los que aportan las
cadenas carbonadas para la sintesis de los AGR. Inicialmente estos AA ramificados son
convertidos a los 2-cetoacidos (Figura 2 y 32) correspondientes en una reaccion de
transaminacion. Luego los mismos son descarboxilados para generar los derivados C4 a
C5-CoA. Estas moléculas son posteriormente elongadas por las adiciones sucesivas de

malonil-CoA mediante la sintetasa de AG de tipo 11 2#*°°.
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PRECURSORES DE LOS ACIDOS GRASOS RAMIFICADOS

Aminoacido 2-Cetoacidos Esteres de CoA Acidos grasos

(0]

o % Y\/\/\/\/\)LOH
)\H‘\OH J\H/LKOH )\(('0/\ Iso -C14

NH, 0 0 0

Valina 2-cetoisovalerato Isobutiril-CoA Y\/\/\/\/\A)LOH

Iso -C16
/l\/\/\/\A/\/l(i
(0] (6] OH

WJ\O“ \’/\”/lLOH WCOA Iso -C15
NH, (] O (l)
Leucina 2-cetoisocaproato Isovaleril-CoA )\/\/\/\/\/\/\/LOH

Iso -C17
(0]
H\,)\on MOH (H(C"/‘ Anteiso -C15
NH, 0 0 0
Isoleucina 2-ceto-3-metilvalerato  2-metilbutiril-CoA OH
Anteiso -C17

Figura 32. Correlacion estructural entre los AA de cadena ramificada con los AG derivados
de los mismos.

Ademas se ha visto en B. subtilis que el AA treonina permite el crecimiento a bajas
temperaturas ya que es precursor de la sintesis de isoleucina *** y por ende es precursor de
los AGR anteiso, por lo cual tambien se evalud el crecimiento de las cepas en estudio
frente al agregado del mismo.

Para comprobar la hipétesis planteada y teniendo en cuenta que el agregado de
estos AA puede corregir los defectos de la fluidez de membrana, se cultivaron las cepas
mutante y salvaje en MM suplementado con leucina, isoleucina, valina y treonina a 37°C y

25°C. Las curvas de crecimiento en este medio se muestran en la Figura 33.
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Figura 33. Crecimiento de las cepas de B. cereus ATCC 14579 y LCERO0400 en MM. Las cepas
ATCC 14579 (desB+) y LCER0400 (desB) se cultivaron a 37°C durante la noche en medio rico.
Las células se lavaron y se resuspendieron en MM suplementado con 0,01% de Leu, lle, Val y Thr
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y se cultivaron a 37°C (A) o 25°C (B). Se utilizé6 como pardmetro de crecimiento la absorbancia
medida a 600 nm (DOgqo) en alicuotas de los cultivos extraidas a distintos tiempos.

En la Figura 33 se observa que el agregado de los AA precursores permite el
crecimiento de la cepa LCER0400 tanto a 37°C como a 25°C. Esto indicaria que la cepa
mutante es capaz de crecer en este medio alcanzando la misma DO final que la cepa
salvaje con un tiempo de generacién mayor, probablemente debido a que con el agregado
de estos precursores se logra tener una composicion de AG que permita tener una
membrana funcional. No obstante, como era de esperar, la velocidad de crecimiento tanto
de la cepa salvaje como de la mutante es menor que tras el agregado de los 20 AA.

Habiendo determinado que el agregado de los precursores de los AGR restaura el
crecimiento de la cepa mutante se evalud el comportamiento de dicha cepa frente al
agregado de cada uno de ellos por separado para determinar si se necesitan los 4 juntos o
solo uno de ellos es capaz de revertir el efecto causado por la ausencia de AGI A10. Para
tal fin, se cultivaron la cepa salvaje y LCER0400 a 37°C y 25°C en MM suplementado con
cada uno de los precursores por separado. Las curvas de crecimiento obtenidas se muestran

en la Figura 34.
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Figura 34. Crecimiento de las cepas de B. cereus ATCC 14579 y LCERO0400 en MM. Las cepas
ATCC 14579 (desB+) y LCER0400 (desB) se cultivaron a 37°C durante la noche en medio rico.
Las células se lavaron y se resuspendieron en MM suplementado individualmente con 0,01% de
Leu, lle, Val o Thr y se cultivaron a 37°C (A'y C) 0 25°C (B y D). Se utiliz6 como parametro de
crecimiento la absorbancia medida a 600 nm (DOgg) en alicuotas de los cultivos extraidas a
distintos tiempos.

En este caso se observa que para la cepa salvaje de B. cereus no hay diferencias en
el crecimiento en presencia de cualquiera de los 4 AA precursores en comparacion con el
MM sin suplementar, tanto a 37°C como a 25°C. Sin embargo, para la cepa mutante se ve
que en presencia del AA isoleucina hay crecimiento a ambas temperaturas (DOfsinal a 37°c:
1,14) a diferencia de lo que ocurre en MM sin suplementar o con el agregado de los otros
tres AA, aunque el crecimiento es menor que en presencia de los 4 AA precursores (DOsinal
asrec. 5,5). Como se observa en la Figura 32, la isoleucina es el AA que da lugar a los AGR
de la serie anteiso que son los que tienen menor punto de fusion y por lo tanto presentan un
mayor impacto sobre la fluidez de membrana. Estos combinados con la pequefia

proporcion de AGI A5 estaria permitiendo el crecimiento parcial de la cepa mutante.

2.3.3.1 — Sintesis de acidos grasos en la cepa LCER0400 cultivada con isoleucina.

El agregado de isoleucina al medio de cultivo llevaria a la sintesis de novo de AGR
de la serie anteiso que fluidificarian en parte a las membranas en ausencia de AGI A10
permitiendo de esta manera un crecimiento parcial de la cepa mutante en el gen desB
comparado con la cepa salvaje en el mismo medio. Para analizar esta hipotesis, se analizé
la composicion de AG en las cepas salvaje y mutantes cultivadas en MM suplementado
con isoleucina. Los experimentos se llevaron a cabo en las mismas condiciones arriba
descriptas. Mediante el analisis de los cromatogramas obtenidos se evidencio que en este
medio de cultivo la cepa LCER0400 no sintetiza AGI con el doble enlace en la posicion
A10 (Figura 35).
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Figura 35. Perfil de AG producidos por las cepas ATCC 14579 y LCERO0400 a 25°C. Las
cepas ATCC 14579 (desB+) y LCER0400 (desB) se cultivaron a 37°C durante la noche en medio
rico. Las células se lavaron y se resuspendieron en MM suplementado con 0,01% de isoleucina y se
cultivaron a 37°C seguido de 25°C. Celeste: B. cereus ATCC 14579; violeta: B. cereus LCER0400.

La cuantificacion de los AG de las dos cepas en todas las condiciones de cultivo se

resumen en la Tabla XVI.

Tabla XVI1. Composicion de acidos grasos de B. cereus ATCC 14579 y LCERO0400 en
MM con isoleucina.

B. cereus ATCC14579 B. cereus LCER0400
AG Sin lle Con lle Con lle
37°C 25°C 37°C 25°C 37°C 25°C
AGI Totales 30+2 45+ 4 33+2 43 +3 4+1 8+1
AGI-A5 5+1 9+1 3+1 6+2 4+1 8+1
AGI-A10 22+2 304 28+ 3 32+2 0 0
AGI-A5,10 2+1 9+1 1,3+0,7 5+1 0 0
AGR Totales 6l1+4 50+ 4 72+5 68 + 6 63+5 78+5
AGR-Iso 51+3 40+3 48 +3 42 +3 31+£3 32+3
AGR-Anteiso 10+1 10+1 24 + 2 26+ 3 32+2 46 £ 2

Iso/ Anteiso 51+0,2 40+0,2 2+0,1 1,6+0,2 1,0+0,1 0,7+0,1

Las células se cultivaron en MM con y sin 0,01% isoleucina a 37°C hasta fase exponencial y luego
una alicuota se transfirié a 25°C. Se extrajeron los lipidos de las todas fracciones, se convirtieron a
MEAG vy los productos se identificaron mediante GC-MS. Los valores de la tabla son el promedio
de tres experimentos. AG: 4cidos grasos; AGI: acidos grasos insaturados; AGR: &cidos grasos
ramificados.

Cuando B. cereus ATCC 14579 se cultiva en presencia de isoleucina aumenta al
doble la cantidad de AGR de la serie anteiso mientras que el resto de los valores de los
otros AG se mantienen constantes sin y con el agregado de este AA. Asimismo puede
observarse que con isoleucina, la cepa mutante en la A10 desaturasa sintetiza un 50% mas
de AGR anteiso que la cepa salvaje, también con isoleucina, a 37°C y un 100% mas a
25°C. Estos resultados refuerzan la hipétesis de que se estaria compensando la falta de

AGI A10 con un aumento de dichos AG a ambas temperaturas de crecimiento, mientras
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que en B. cereus ATCC 14579, en las mismas condiciones, serian los AGI los principales

encargados de mantener la integridad celular.
A diferencia de lo que ocurre con isoleucina, el agregado de AA treonina no

restaura el crecimiento de la cepa mutante de B. cereus.

2.3.4 — Estudio del crecimiento de la cepa LCERO0400 en medio minimo suplementado
con oleato y aminoacidos.

En experimentos adicionales, se evalu6 nuevamente si era posible rescatar el
crecimiento bacteriano con el agregado de un AGI exdgeno utilizando, en este caso, el
medio suplementado con los AA sin los precursores de los AGR en donde no se habia
observado crecimiento. Para ello se cultivaron la cepas salvaje y mutante en dicho medio
con el agregado de oleato exdgeno. Las curvas de crecimiento de este experimento se

muestran en la Figura 36.
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Figura 36. Crecimiento de las cepas de B. cereus ATCC 14579 y LCERO0400 en MM. Las cepas
ATCC 14579 (desB+) y LCER0400 (desB) se cultivaron a 37°C durante la noche en medio rico.
Las células se lavaron y se resuspendieron en MM suplementado con 0,01% de todos los AA
exceptuando los precursores de los AGR y sin (A) o con (B) 10 uM oleato y se cultivaron a 37°C o
25°C. Se utiliz6 como parametro de crecimiento la absorbancia medida a 600 nm (DOgg), €n
alicuotas extraidas de los cultivos a distintos tiempos.

En este experimento se puede observar que en MM suplementado con AA y oleato
la cepa LCER0400 es capaz de crecer tanto a 37°C como a 25°C con una cinética de
crecimiento levemente menor que la cepa salvaje. Esto indicaria que la combinacién del
oleato mas los AA que proveen esqueletos carbonados para la sintesis de AGR por otras

vias lo que permite el crecimiento ya que mantiene la integridad de la membrana.
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En todos los medios de cultivo ensayados para la cepa LCER0400 se cultivaron, a

la par, células de la cepa doble mutante LCER2904 obteniéndose los mismos resultados
que para la primera (resultados no mostrados).

2.3.4.1 — Sintesis de &cidos grasos en las cepas LCER0400 y LCER2904 cultivadas con
oleato y aminoacidos.

Con el objeto de evaluar la influencia de la mutacién en el gen desB, que codifica
para la A10 desaturasa sobre la composicion de AG en B. cereus se cultivaron las cepas
salvajes y mutante LCER0400, en MM suplementado con AA exceptuando los precursores
de los AGR, para evitar que se acumulen este tipo de AG. Ademas a este medio se le
agregé 10 puM oleato para permitir el crecimiento de la cepa mutante. Las células se
cultivaron a 37°C hasta fase exponencial y luego los cultivos se dividieron en dos
fracciones, una de ellas se continué incubando a 37°C y la otra se transfirié a 25°C durante
toda la noche. A continuacion se recolectaron las células y los AG se extrajeron,
derivatizaron y analizaron por GC-MS. En la Figura 37 se muestra para ambas cepas la

ampliacion de los cromatogramas entre los 8 y 11 min.
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Figura 37. Perfil de AG producidos por las cepas ATCC 14579 y LCERO0400 a 25°C. Las
cepas ATCC 14579 (desB+) y LCER0400 (desB) se cultivaron a 37°C durante la noche en medio
rico. Las células se lavaron y se resuspendieron en MM suplementado con 10 uM oleato y AA
exceptuando los precursores de los AGR y se cultivaron a 37°C seguido de 25°C. Celeste: B.
cereus ATCC 14579; violeta: B. cereus LCER0400.

Como se puede observar en la Figura 37 la cepa mutante LCER0400 no sintetiza
AGI A10 ni A5,10 lo cual fue verificado nuevamente mediante espectrometria de masa
(MS) de los aductos obtenidos con DMDS. La cuantificacion de los AG se muestra en la
Tabla XVII.
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Con el mismo enfoque se estudié la composicion de AG en los FL de la membrana

de la cepa doble mutante LCER2904. Esta cepa, en paralelo a la cepa salvaje, se cultivo en
el mismo medio que la simple mutante LCERO0400. Los cromatogramas obtenidos en esta

ocasion se muestran en la Figura 38.
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Figura 38. Perfil de AG producidos por las cepas ATCC 14579 y LCER2904 a 25°C. Las
cepas ATCC 14579 (desA+ desB+) y LCER2904 (desA desB) se cultivaron a 37°C durante la noche
en medio rico. Las células se lavaron y se resuspendieron en MM suplementado con 10 puM oleato
y AA exceptuando los precursores de los AGR y se cultivaron a 37°C seguido de 25°C. Celeste: B.
cereus ATCC 14579; violeta: B. cereus LCER2904.

En este caso no se observa sintesis de ningun tipo de AGI en la cepa doble mutante.

La cuantificacion de los AG se detalla en la Tabla XVII.

Tabla XVII. Composicion de acidos grasos de B. cereus ATCC 14579, LCERO0400 y
LCER2904 en MM con oleato.

AG B. cereus ATCC14579 B. cereus LCER0400 B. cereus LCER2904
37°C 25°C 37°C 25°C 37°C 25°C
AGI Totales 21+2 30+2 2,3+0,2 7+1 1,31+0,01 0,9+0,2
AGI-A5 0,77 £0,04 4+1 0,74+0,03 29+08 0 0
AGI-A10 18+2 23+1 0 0 0 0
AGI-A5,10 0,78+£0,02 2,35+£0,05 0 0 0 0
AGI-A9 1,62+0,03 0,31+£0,01 1,6+0,2 4+05 1,31+0,01 0,9+0,2
AGR Totales 60+4 42 +5 64 +5 56 +5 67 £6 62+5
AGR-Iso 54 +3 3B+3 50+3 43+4 55+4 51+5
AGR-Anteiso 6+1 7+2 14+2 13+1 12+2 11+1
Iso/Anteiso 9+0,2 50+04 3,6+0,2 3,3+£0,2 46+0,2 46+0,2

Las células se cultivaron en MM con 10 uM oleato y 0,01% de AA exceptuando los precursores de
los AGR a 37°C hasta fase exponencial y luego una alicuota se transfirid a 25°C. Se extrajeron los
lipidos de las todas fracciones, se convirtieron a MEAG vy los productos se identificaron mediante
GC-MS. Los valores de la tabla son el promedio de tres experimentos. AG: acidos grasos; AGI:
acidos grasos insaturados; AGR: &cidos grasos ramificados.
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Como puede verse en la Tabla XVII cuando la cepa salvaje se cultiva en presencia

de oleato hay incorporacion del AG agregado y una disminucién en la cantidad total de
AGI producidos, probablemente debido a que la pequefia fraccion de oleato incorporado
con la posicién del doble enlace en C9 genera una fluidez tal que hace que no sea necesario
sintetizar la misma cantidad de AGI que en ausencia del mismo. También podria suceder,
al igual que en B. subtilis, que el oleato esté inhibiendo la actividad de las desaturasas y
por ello se observe dicha disminucién en la cantidad de AGI. Por otro lado se ve que, a
diferencia de lo que ocurre en la cepa LCER2983 en donde la desaturasa activa sintetiza
mas AGI a 25°C comparada con la cepa salvaje, en la cepa LCER0400, la A5 desaturasa no
es capaz de acumular la misma cantidad de AGI que en la cepa salvaje. Mas aun, la
cantidad de AGI A5 disminuye, posiblemente por lo citado arriba con respecto a la
presencia de oleato en el medio de cultivo. En el caso de la cepa LCER2904 se puede ver
que existe muy poca incorporacion de oleato, sin embargo, esta pequefia cantidad le es
suficiente para crecer en ausencia de desaturasas activas. Finalmente, lo que puede
observase es que en las dos cepas mutantes existe mayor acumulacion de AGR de la serie
anteiso. Este resultado sugeriria que estas cepas estarian aumentando la proporcion de
AGR anteiso de manera de contribuir con estos isomeros a fluidificar la membrana tanto a

37°C como a 25°C en esta condicion en la cual hay muy poca sintesis de AGI A10

2.4 — Complementacion de las cepas mutantes.

A fin de confirmar que los fenotipos observados en las cepas mutantes se debian a
las mutaciones presentes en cada una de las desaturasas, se llevO a cabo la
complementacion de la cepa LCER2983 con el gen desA salvaje y de la cepa LCER0400
con el gen desB salvaje. Para ello se construyeron las cepas LCER2983C y LCER0400C
como se describe en Materiales y Métodos. En ambas cepas los genes se encuentran bajo el
control de su propio promotor y en un namero de copias de 15 * 5. Inicialmente se
determino el fenotipo de crecimiento de la cepa LCER0400C en MM y se determiné que la
misma no presentd deferencias con la cepa salvaje, lo cual represent6 un indicio de que la
complementacion habia ocurrido exitosamente. A continuacion se realizaron los mismos
experimentos de crecimiento en MM descriptos arriba en los cuales se extrajeron,
derivatizaron y analizaron los AG de todas las cepas. En la Figura 39 se muestran los
cromatogramas de las cepas salvajes, mutantes y complementadas para el estudio del gen

desA y en la Figura 40 para el gen desB.
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Figura 39. Perfil de AG producidos por las cepas ATCC 14579, LCER2983 y LCER2983C a
25°C. Las cepas ATCC 14579 (desA+), LCER2983 (desA) y LCER2983C (desA+) se cultivaron a

37°C durante la noche en MM. Las células se lavar
37°C seguido de 25°C. Celeste: B. cereus ATCC
cereus LCER2983C.

on y se resuspendieron en MM y se cultivaron a
14579; violeta: B. cereus LCER2983; rosa: B.
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Figura 40. Perfil de AG producidos por las cepas ATCC 14579, LCER0400 y LCER0400C a
25°C. Las cepas ATCC 14579 (desB+) y LCER0400C (desB+) se cultivaron a 37°C durante la
noche en MM. Las células se lavaron y se resuspendieron en MM y se cultivaron a 37°C seguido
de 25°C. La cepa LCERO0400 se cultivé a 37°C durante la noche en MM. Las células se lavaron y
se resuspendieron en MM suplementado con 10 uM oleato y AA exceptuando los precursores de
los AGR y se cultivaron a 37°C seguido de 25°C. Celeste: B. cereus ATCC 14579; violeta: B.
cereus LCERO0400; rosa: B. cereus LCER0400C.

En la Tabla XVIII se muestra la cuantificacion de los AG obtenidos en las cepas

complementadas.

Tabla XVI11. Composicion de acidos grasos de B. cereus ATCC 14579, LCER2983C y
LCER0400C en MM.

B. cereus ATCC14579 B. cereus LCER2983C B. cereus LCER0400C

AG

37°C 25°C 37°C 25°C 37°C 25°C

AGI Totales 29+3 42 +3 34+3 51+3 40+4 50+4

AGI-A5 3,9+0,3 11+1 12+1 20+1 4,2+0,8 10,3 +0,6

AGI-A10 19+2 24+1 12,1+0,7 14608 312 34+2
AGI-A5,10 6+1 7+1 10+1 161 5*1 61
AGR Totales 52+3 40+ 3 36+3 26+1 50+4 393
AGR-Iso 47 %2 32+2 312 21+1 43+ 3 312
AGR-Anteiso 5+1 8+1 5+1 52+04 71 8x1

Iso/Anteiso 94+0,2 4+0,2 6,2+0,3 4+0,1 6,1+0,2 3,9+0,2

Las células se cultivaron en MM a 37°C hasta fase exponencial y luego una alicuota se transfirié a
25°C. Se extrajeron los lipidos de las todas fracciones, se convirtieron a MEAG vy los productos se
identificaron mediante GC-MS. Los valores de la tabla son el promedio de tres experimentos. AG:
acidos grasos; AGI: acidos grasos insaturados; AGR: acidos grasos ramificados.
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Como puede verse en las Figuras 39 y 40 y en la Tabla XVIII las dos cepas

complementadas son capaces de acumular los AGI que las correspondientes mutantes no
podian sintetizar. En la cepa LCER2983C disminuye la cantidad de AGI A10 comparado
con la cepa salvaje, esto podria deberse a que al existir mas de una copia del gen desA
habria mas cantidad de proteina A5 desaturasa que tomaria los AGI A10 inmediatamente
después de ser sintetizados para generar los AG diinsaturados que en la cepa
complementada se acumulan en mucha méas cantidad que en la cepa salvaje. Ademas se
puede observar que en la cepa complementada hay acumulacién de AG nl6:1 AS que, en
condiciones normales, es muy dificil de detectar en la cepa salvaje. Esto también podria ser
consecuencia de la mayor cantidad de A5 desaturasa presente en la cepa LCER2983C.

Por otro lado, en la cepa LCER0400C también se evidencia acumulacion de los
AGI ausentes en la cepa mutante. Sin embargo, en este caso no es significativo el aumento
de los AG diinsaturados con respecto a la cepa salvaje y lo que si se ve es un incremento
en la proporcion de AG con el doble enlace en la posicion A10. Esta observacion se puede
explicar siguiendo el mismo razonamiento anterior. Si se tiene en cuenta que ahora hay
varias copias del gen desB pero una sola del gen desA, entonces se estarian sintetizando
mas AGI A10, pero los mismos no llegarian todos a ser procesados por la A5 desaturasa
para generar mas AGI diinsaturados que en la cepa salvaje.

Los resultados obtenidos con las cepas complementadas confirman que los defectos
observados en las cepas LCER2983 y LCER0400 se deben a las mutaciones de los genes

desA y desB, respectivamente y no a efectos polares de las mismas.

111



Discusion 11

DISCUSION CAPITULO 11

El mantenimiento de la composicion lipidica de la membrana dentro de los limites
estrictos es fundamental para mantener una Gptima funcion celular. Las propiedades
biofisicas de la membrana pueden ser influenciadas por el grado de insaturacion de las
cadenas de acilo de los FL de membrana. La importancia de los AGI para las bacterias se
describié ampliamente en numerosos trabajos “>*"%. Sin embargo, hasta el momento no
se han encontrado desaturasas esenciales para el crecimiento bacteriano.

En el Capitulo | se analizé la sintesis de AGI en B. cereus en donde se ha
encontrado que esta bacteria acumula una inusualmente elevada cantidad de este tipo
lipidos en comparacion con el resto de las especies del género. Este hallazgo resultd
llamativo y llevd a que se estudiara la importancia de los AGI en la fisiologia de B. cereus.
Para ello se generaron mutantes en los genes que codifican las desaturasas y se analizé el
impacto de estas mutaciones sobre la sintesis de AGI y la viabilidad celular.

Las mutaciones en los genes de las desaturasas de B. cereus se llevaron a cabo
mediante la interrupcion de los mismos con casetes de resistencia a ATB. Se desarrollé una

128 an donde

nueva estrategia mejorando las descriptas hasta el momento en la bibliografia
se genera un vector a partir del plasmido pORI-Cm que lleva un casete de resistencia a un
ATB y permite una busqueda mas rapida y efectiva de las cepas mutantes, en donde el gen
a mutagenizar queda interrumpido por el casete de resistencia.

La disrupcion del gen desA que codifica para la A5 desaturasa no causé cambios
significativos en la velocidad de crecimiento a las temperaturas de 25°C y 37°C. Tampoco
se observaron diferencia en el tamafio ni la morfologia de colonia ni al microscopio optico.
Estos resultados indicarian que la proteina DesA no seria esencial para el crecimiento de B.
cereus en las condiciones ensayadas. Por otro lado se vio que la composicion de AG de la
cepa mutante si es diferente de la de la cepa salvaje ya que no se hallaron AGI A5 ni AG
diinsaturados AS5,10. Esto indicaria que el gen desA codifica la desaturasa encargada de
sintetizar este tipo de AGI y la ausencia de los mismos no estaria afectando el crecimiento
de B. cereus. En B. subtilis también se determind que esta bacteria es capaz de crecer en
ausencia de AGI *°. Esta capacidad puede ser atribuida a la naturaleza de los AG de este
organismo. En lugar de las cadenas normales de AG lineales sintetizadas por la mayoria de
los organismos, B. subtilis sintetiza AGS que, en una importante proporcion, contienen
ramificaciones de grupos metilo en posicion iso y anteiso ?*. Los AGR (especialmente los
anteiso) comparten con los AG cis-insaturados la capacidad de desestructurar el

empaquetamiento de las cadenas acilo de los FL disminuyendo asi la temperatura de
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, como ya se ha mencionado anteriormente. De acuerdo a esta

transicion de fase

hipotesis, el defecto en el crecimiento de B. subtilis a bajas temperaturas es revertido
mediante el agregado de precursores de la sintesis de AGR . Sin embargo, en B. cereus
la supervivencia en ausencia de los AGI A5 podria atribuirse en mayor magnitud a la
presencia de una elevada proporcion de AGI A10 mas que a los AGR anteiso que son
sintetizados por esta bacteria en muy baja cantidad atn cuando no esté presente la proteina
DesA. Ademas como se observa en la Tabla XV no se modifica la relacion entre los AGR
iso y anteiso ya que el defecto en la fluidez esta siendo compensado por un aumento en los
AGI A10.

Cuando se analiz6 el fenotipo de crecimiento de la cepa mutante en el gen desB no
se evidencié crecimiento de la misma en MM a ninguna de las temperaturas ensayadas.
Esto significa que la gran cantidad de AGI A10 que produce B. cereus es muy importante
para la viabilidad celular ya que, en ausencia de ellos, las células no pueden crecer en MM
aun en presencia de los AGI A5 que si sintetiza la cepa mutante en DesB. Este defecto en
el crecimiento se restaura tras el agregado de los 20 AA esenciales al MM (Figura 30).

Cuando se ensay0 el crecimiento de la mutante LCERO400 agregando
exclusivamente los AA precursores de los AGR se encontré que los mismos restituyen
completamente el crecimiento (Figura 33) y cuando se agrego cada uno de ellos en forma
individual se hall6 que el crecimiento se restituye en forma parcial Gnicamente cuando se
adiciona isoleucina al medio de cultivo (Figura 34). Como ya se menciono, la isoleucina es
precursora de los AGR de la serie anteiso. La presencia de este AA en el medio de cultivo
permite una mayor acumulacion de AGR anteiso en la cepa mutante en DesB, comparado
con la cepa salvaje que sintetiza normalmente los AGI (Tabla XV1). Estos AGR serian los
Unicos responsables de generar una correcta fluidez de membrana suficiente para permitir
el crecimiento bacteriano en ausencia de AGI, ya que en la cepa doble mutante LCER2904
gue no sintetiza ningun tipo de AGI, el agregado de isoleucina al medio permitio el
crecimiento de esta cepa. Ademas, como se observa en la Tabla XVI, la relacion
iso/anteiso disminuye a la mitad tras el agregado de isoleucina al medio, lo cual es otro
indicio de que, es este caso, la fluidez de membrana se mantiene gracias a un aumento de
los AGR anteiso. Es l6gico pensar que solo la isoleucina permita el crecimiento de la cepa
desB- y no los precursores de los AGR iso. La cepa salvaje de B. cereus en condiciones
normales sintetiza una gran cantidad de este ultimo tipo de AG (Tabla XV y XVI) y en
ausencia de la A10 desaturasa los valores de AGR iso permanecen elevados. Es decir, que

aungue exista acumulacion de AGR iso, éstos no serian suficientes para rescatar el
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crecimiento de la cepa mutante en DesB. Por otro lado, en B. subtilis se observo que el

agregado de isoleucina al medio de cultivo inhibe la expresion del gen des **, mientras que
el agregado de valina o leucina (precursores de los AGR iso) no presentan un efecto
inhibitorio sobre la transcripcion del mismo. Sumado a estas observaciones esta el hecho
de que los AGR anteiso tienen puntos de fusién mas bajos y por ende disminuyen mas la
temperatura de transicion de la fase gel a la liquido-cristalina permitiendo una mayor
fluidez de la membrana a bajas temperaturas. Esto sugiere que esta bacteria necesita
solamente un mecanismo de fluidificacion de los AG de los FL de la membrana y, en este
caso seria la acumulacion de AGI mas que de AGR. En condiciones normales los AGI son
capaces de complementar completamente la funcion de los AGR pero, en ausencia de
desaturasas activas, B. cereus activaria la sintesis de los isomeros anteiso para mantener un
correcto funcionamiento de la membrana celular, efecto que se hace mas evidente al
analizar la composicion de AG tras el agregado de isoleucina al medio de cultivo, de lo
cual se desprende la observacion de que estos isomeros tienen como funcion principal el
mantenimiento de una correcta fluidez de membrana como se habia observado previamente
en B. subtilis **%.

Ademas se puede apreciar que en B. cereus no ocurre inhibicion de ninguna de las
dos desaturasas en presencia de isoleucina como se observd anteriormente en nuestro
laboratorio para B. subtilis 1. Sin embargo, el agregado de oleato sf estaria inhibiendo la
actividad de las desaturasas de B. cereus

En nuestro laboratorio se evalud si el agregado de oleato podia permitir el
crecimiento de la cepa de B. cereus mutante en la A10 desaturasa. En un primer intento,
tras el agregado de oleato, no se evidencid crecimiento, probablemente debido a que este
AGI de cadena larga estaria provocando la lisis celular como se ha descripto previamente
1471% Teniendo en cuenta esta observacion se realiz la adicion de oleato a un medio de
cultivo con AA, encontrandose que en esta condicion si se restauraba el crecimiento
bacteriano (Figura 36). La actividad antimicrobiana de estos AG ex0genos puede ser
efectiva para la preservacion de las comida durante su procesamiento y conservacion.

Por otro lado, para descartar un efecto polar en la generacion de las mutantes y para
corroborar que los fenotipos observados se deban Gnicamente a la ausencia de los genes
des, las mismas se complementaron con los correspondientes genes y se halld que todas
eran capaces de sintetizar todas las clases de AGI.

Todos estos resultados indicarian que la A10 desaturasa de B. cereus si seria

esencial para el crecimiento de esta bacteria en las condiciones ensayadas. A diferencia de
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B. subtilis, los AGI son muy importantes en cianobacterias, donde su funcion ha sido

relacionada con el mantenimiento de la viabilidad del sistema fotosintético a bajas
temperaturas °"*%. Sin embargo, estos organismos pueden crecer ain en ausencia de estos
AGI. Por lo tanto, en este trabajo de Tesis es la primera vez que se describe la esencialidad
de una desaturasa para el crecimiento bacteriano.

Determinar de qué manera se sintetizan los AGI y el rol de las desaturasas, podria
conducir a establecer roles inesperados de estos AG en la fisiologia de la membrana, la
sintesis de factores de virulencia y su excrecion. En B. cereus, las mutaciones en los genes
de las desaturasas podrian estar jugando un papel importante en la disminucion de la
virulencia. Las modificaciones en la composicion de la membrana podrian alterar la
secrecion de toxinas, lo que se veria traducido en cepas menos virulentas, como se ha
observado en P. aeruginosa "*. Actualmente se estan llevando a cabo experimentos de
infeccion de estas cepas de B. cereus en un modelo eucariota, C. elegans, para determinar
el impacto de las mutaciones en los genes desA y desB sobre la virulencia de B. cereus.
Ademas se estan realizando ensayos in vitro para estudiar la produccion de factores de

virulencia en B. cereus.
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RESULTADOS CAPITULO IlI
Desde hace muchos afios se conoce que las bacterias, asi como el resto de los

organismos poiquilotermos, contienen una mayor proporcion de AGI en los FL de sus
membranas cuando se cultivan a bajas temperaturas. Este mecanismo, denominado control
térmico de la sintesis de AGI, se cree que esté disefiado para mantener constante la fluidez
de membrana en un amplio rango de temperaturas y mejorar las propiedades fisicas de la
misma *.

Hasta aqui, durante el desarrollo de esta Tesis, se ha determinado que en B. cereus
y B. licheniformis aumenta el contenido de AGI cuando los cultivos de las cepas cultivadas
a 37°C se transfieren a temperaturas mas bajas de crecimiento. En el Capitulo | se
describio, ademas, que la sintesis de AGI en cepas de B. subtilis expresan individualmente
las desaturasas DesA, DesB y DesL aumenta al disminuir la temperatura de crecimiento.
Esto significa que la expresion o la actividad de estas desaturasas se encuentran reguladas
por la temperatura del medio. En esta parte de la Tesis se propuso estudiar el o los

mecanismos que regulan el proceso de desaturacion en B. cereus y B. licheniformis.

3.1 — Caracterizacion de la sintesis de &cidos grasos insaturados en cepas de B. subtilis
gue expresan las desaturasas de B. cereus y B. licheniformis.

En bacterias del género Bacillus Fujii y Fulco ** propusieron que esta adaptacion a
los cambios de temperatura es un proceso que requiere de la induccidn transcripcional del
gen que codifica para la actividad desaturasa. Es decir que para la desaturacion de AGS,
ante la caida de la temperatura de crecimiento, es necesaria la sintesis de novo de ARNm y
proteinas. Tal postulado se basd en evidencias experimentales que indicaban que la
desaturacion de AGS a bajas temperaturas era prevenida por la adicion de ATB que
inhibian la transcripcién o la traduccién cuando eran agregados antes de la disminucion en

la temperatura de crecimiento %3,

Estos experimentos fueron corroborados
posteriormente por Grau y de Mendoza % en B. subtilis quienes encontraron que tanto el
agregado de Cm como Rif inhibian el proceso de desaturacion a bajas temperaturas.
Tomando como punto de partida los experimentos realizados por Fulco y los
resultados obtenidos en B. subtilis, se evalu6 el efecto de los ATB que inhiben la sintesis
de proteinas (cloranfenicol) y/o ARNm (rifampicina) sobre la actividad de las distintas
desaturasas de B. cereus y B. licheniformis. Con el objeto de analizar el efecto sobre cada
desaturasa en forma individual se utilizaron las cepas de B. subtilis des- LSC2983,

LSC0400 y LSC2106 que expresan los genes desA, desB y desL bajo su propio promotor.
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Las mismas fueron cultivadas en MM con vy sin el agregado de los ATB Cm (100 pg/ml) y

Rif (100 pg/ml). Las cepas se cultivaron a 37°C hasta fase exponencial y luego se
dividieron en diferentes alicuotas a las que se les agreg6 cada uno de los ATB y se dejo
una como control. A su vez una mitad de las alicuotas, con o sin los agregados, se siguio
incubando a 37°C y la otra mitad se pas6 a 25°C. A los 10 min de incubacion a cada
temperatura se agregé [1-**C]-palmitato y se continué incubando durante 3 h. Luego, se
extrajeron y analizaron los AG mediante cromatografia de argentacion como se muestra en

la Figura 41.

LSC2106 LSC2983 LSC0400

37°C 25°C 37°C 25°C 37°C 25°C
’ .‘ . d - . | [
AGS ” ™ s - ‘ o

¢
" ’
AGIl ‘ ‘ . '

0‘.3&.' ......Osooo\

1 2 3 4 5 6

Figura 41. Cromatografia de argentacion de AG marcados con [1-*C]-palmitato. Calle 1: sin
ATB; calle 2: con Cm; calle 3: con Rif; calle 4: sin ATB; calle 5: con Cm; calle 6: con Rif. AGS:
acidos grasos saturados; AGI: acidos grasos insaturados.

La cuantificacion de los AG de las TLC se muestra en las tablas XIX, XX y XXI.

Tabla XIX. Composicion de acidos grasos de la cepa de B. subtilis LSC2106

37°C 25°C
0
YOAG Sin ATB Cm Rif Sin ATB Cm Rif
AGS 9+1 9+1 9+1 65+ 2 95 +1 9+1
AGI 1+1 1+1 1+1 32+2 5*1 1+1

La tabla XIX presenta los porcentajes de AG de la cepa de B. subtilis LSC2106 cultivada a 37°C y
25°C con y sin Cmy Rif. Los valores de la tabla son el promedio de tres experimentos.
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Tabla XX. Composicion de 4cidos grasos de la cepa de B. subtilis LSC2983

37°C 25°C
(0)
YAG Sin ATB Cm Rif Sin ATB Cm Rif
AGS 9 +1 85,2+0,6 94 +2 25+3 56 +1 92+1
AGI 1+1 14,8 +0,6 6+2 75+3 44 + 1 8+1

La tabla XX presenta los porcentajes de AG de la cepa de B. subtilis LSC2983 cultivada a 37°C y
25°C con y sin Cm y Rif. Los valores de la tabla son el promedio de tres experimentos.

Tabla XXI. Composicion de acidos grasos de la cepa de B. subtilis LSC0400

37°C 25°C
(0)
YAG Sin ATB Cm Rif Sin ATB Cm Rif
AGS 50+3 31+2 19+3 27+1 28+3 39+4
AGI 41 +3 69 +2 81+3 73+1 63+3 61+4

La tabla XXI presenta los porcentajes de AG de la cepa de B. subtilis LSC0400 cultivada a 37°C y
25°C con y sin Cm y Rif. Los valores de la tabla son el promedio de tres experimentos.

Como se observa en la Figura 41 y en la tabla XIX, en el caso de la cepa LSC2106,
que expresa la A5 desaturasa de B. licheniformis, no se evidencia sintesis de AGI a 37°C en
ninguna condicion. Por otro lado, a 25°C se observa aumento de la sintesis de AGI en
ausencia de ATB, que disminuye en los cultivos tratados, lo cual indicaria que para que se
sinteticen estos AG es necesaria la transcripcion y traduccion del gen desL. La pequefia
cantidad de AGI observada en el cultivo tratado (5%, Tabla XIX) podria significar que
agregado de Cm no fue suficiente para inhibir completamente la sintesis de la desaturasa o
que el tiempo de tratamiento con Cm previo a la marcacion fue insuficiente. Esto es
analogo a lo que ocurre en B. subtilis y es ademas un resultado esperado ya que ambas
bacterias comparten un elevado porcentaje de homologia a nivel genémico y las
desaturasas son 89 % idénticas.

En el caso de la cepa LSC2983, que expresa la A5 desaturasa de B. cereus el
resultado obtenido es diferente. Cuando la cepa se cultivé a 37°C sin ATB, no se observan
AGlI, sin embargo, se observa un ligero aumento de los niveles de AGI a 37°C en los
cultivos tratados (Tabla XX) con Cm y con Rif. A 25°C se observa un fuerte aumento de
los AGI en los cultivos sin tratar y dicha induccion se ve atenuada frente al agregado de los
ATB, en particular por el agregado de Rif. Estos resultados muestran que la disminucion
de la temperatura de crecimiento a 25°C tiene un fuerte impacto sobre la actividad de esta
desaturasa y la misma se ve afectada por el agregado de Cm, aun cuando la inhibiciéon no
es completa. También se observa una disminucién de la actividad por el agregado de Rif
indicando que la transcripcion y la traduccion estan afectadas, lo que sugiere que se estaria

en presencia de una desaturasa con comportamiento similar a las A5 desaturasas de B.
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licheniformis y B. subtilis y las ya descriptas por Fulco. Los resultados observados a 37°C

podrian estar sugiriendo la presencia de un modulador negativo que seria, al menos,
sintetizado a esta temperatura dado lo observado frente al agregado de ATB. La existencia
de ese modulador a 25°C es incierta para DesA probablemente por la alta activacion del
gen a bajas temperaturas.

Cuando se estudia la cepa LSC0400, que expresa la A10 desaturasa de B. cereus, se
observa sintesis de AGI en todas las condiciones ensayadas (Tabla XXI). A 37°C se puede
ver que el porcentaje de AGI se ve afectado por la presencia de los ATB en el medio de
cultivo, lo que podria indicar nuevamente la existencia de un modulador negativo que esté
ausente en los cultivos tratados y permita que la A10 desaturasa sea mas activa. A 25°C se
observa nuevamente, como en los casos anteriores, un fuerte efecto de la temperatura, que
se ve ligeramente afectado por el agregado de ATB. Este resultado sugiere que la actividad
de esta desaturasa se ve aumentada tras un descenso de la temperatura de crecimiento.

Dada la naturaleza indirecta de los datos obtenidos y con el objetivo de profundizar
en el estudio del mecanismo de regulacion por temperatura de los genes des, se llevd a

cabo un andlisis transcripcional como se detalla més adelante.

3.2 — Determinacion del sitio de iniciacion de la transcripcion de los genes desA, desB
y desL.

Para identificar las zonas promotoras y analizar la presencia de secuencias de union
de elementos regulatorios especificos presentes, se maped el sitio de iniciacion de la
transcripcion de cada gen mediante la técnica de 5’- RACE (Rapid Amplification of cDNA
Ends). Para llevar a cabo este experimento se utilizd6 ARN de las cepas B. licheniformis
ATCC 14580 y B. cereus ATCC 14579 y se procedio a tratar a una parte de las muestras
con la enzima fosfatasa alcalina intestinal de ternero a fin de remover todos los grupos
fosfatos presentes en el extremo 5 de los ARN (posiciones a, B y v), para luego adicionar a
estos mismos extremos el grupo fosfato o utilizando la enzima T4 polinucleotido quinasa y
ATP como fuente dador del grupo fosfato. Luego de estas reacciones, tanto los ARN
tratados y los controles sin tratar se ligaron con un oligonucledtido de ARN adaptador
utilizando la enzima T4 ARN ligasa. Seguidamente se realiz6 en ambas muestras una
reaccion de retrotranscripcién empleando la enzima Superscript 111 (Invitrogen) y un
hexanucledtido de secuencia al azar (dNg). Posteriormente, se amplificé por PCR el
extremo 5° de cada gen empleando los oligonucledtidos especificos para los genes desA,

desB y desL y el oligonucledtido de ARN, GeneRacer5’ y el ADNc obtenido en el paso
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anterior como molde de la reaccion (Ver Materiales y Métodos). Con los productos

obtenidos se realiz6 una segunda PCR, anidada, también con oligonucle6tidos especificos.
Los productos asi obtenidos se separaron por electroforesis en un gel de agarosa 3.5 %
junto con un marcador de peso molecular y los controles correspondientes. Los fragmentos
obtenidos se secuenciaron. Los resultados obtenidos para los genes desL, desA y desB se

muestran en las figura 42, 43 y 44, respectivamente.

A B

RNAm desL
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geneRACERS5 '

+CIAP
+T4PNK

&
=

GAAGG G T
300 pb—> E

200 ppb—> = . . —
GAAGGAGTAGAAATT? A

100 pb—> =& ¢\

Raund v— +1

DesL
,%
GATGTGTGCTACTACAAAGACATCTCTCTGTGCCGTAAACTTAATTTAAGACCTATTTATGAGAGGATAACTTTACTATGACTGAACAAA
-35 -10 1\ rbs

+1

Figura 42. Identificacion del transcripto primario del gen desL mediante 5° - RACE. A)
Electroforesis en gel de agarosa 3.5 % de los productos obtenidos luego de realizar la PCR
descripta en el texto para el gen desL. La flecha indica los productos de PCR purificados y
secuenciados. B) Apilamiento de las 5 secuencia independientes obtenidas a partir de la muestra
con tratamiento enzimatico. C) Ubicacion del sitio de inicio de transcripcién (+1) determinado por
5’ - RACE sobre la secuencia 5” no traducida del gen desL, de los elementos -10 y -35. También se
indica el sitio de union a ribosomas (rbs) ubicado entre el sitio de inicio de la transcripcion y el
primer coddn codificante del gen.
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-35 -10 4\ rbs

+1
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Figura 43. Identificacion del transcripto primario del gen desA mediante 5° - RACE. A)
Electroforesis en gel de agarosa 3.5 % de los productos obtenidos luego de realizar la PCR
descripta en el texto para el gen desA. La flecha indica los productos de PCR purificados y
secuenciados. B) Apilamiento de las 4 secuencia independientes obtenidas a partir de la muestra
con tratamiento enzimatico. C) Ubicacidon del sitio de inicio de transcripcion (+1) determinado por
5° - RACE sobre la secuencia 5 no traducida del gen desA, de los elementos -10 y -35. También se
indica el sitio de unién a ribosomas (rbs) ubicado entre el sitio de inicio de la transcripcion y el
primer coddn codificante del gen.
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TCTAGTAAAATCAATCTGGAAGCAAGAATTGATATATGTAAGTTGCGCAAGGCGCGGCATAAGAAAGGAGCAAAAGGATGAAGGAGCTT
-35 -10 'T\ rbs

+1

Figura 44. ldentificacién del transcripto primario del gen desB mediante 5° - RACE. A)
Electroforesis en gel de agarosa 3.5 % de los productos obtenidos luego de realizar la PCR
descripta en el texto para el gen desB. La flecha indica los productos de PCR purificados y
secuenciados. B) Apilamiento de las 6 secuencia independientes obtenidas a partir de la muestra
con tratamiento enzimatico. C) Ubicacion del sitio de inicio de transcripcién (+1) determinado por
5’ - RACE sobre la secuencia 5” no traducida del gen desB, de los elementos -10 y -35. También se
indica el sitio de unién a ribosomas (rbs) ubicado entre el sitio de inicio de la transcripcion vy el
primer coddn codificante del gen.

Como puede verse en las Figuras 42A y 44A, no hubo diferencias entre el control
sin tratar y tratado en el caso de los genes desL y desB, por lo que se purificaron los
productos de amplificacion obtenidos en ambos casos y se ligaron en el vector de clonado
pTOPO para su posterior secuenciacion. En el caso del gen desA se obtuvo un Unico
producto que se purifico y secuencio.

En la Figura 42B se muestra un apilamiento de las secuencias correspondientes a 5
clones para la muestra tratada para el caso del gen desL. Se propone que el nucleotido T3,
corresponde al sitio de inicio de la transcripcion del ARN mensajero de desL (Figura 42C).

El mismo analisis se llevo a cabo con los genes desA y desB. Para los mismos se propone
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que los nucledtidos G.,7 y G.33 corresponderian a los sitios de inicio de la transcripcion de

los ARN mensajeros de desA y desB, respectivamente (Figuras 43C y 44C).

Cabe mencionar que corriente arriba del sitio de inicio de la transcripcion se
encuentran las regiones -10 y -35 caracteristicas, separadas una de otra por una distancia de
20 pb, 19 pb y 19 pb para desL, desA y desB, respectivamente. Ademas, se pueden
identificar las secuencias de union a ribosomas Shine-Delgarno (rbs) corriente debajo de
los sitios de inicio de la transcripcidén propuestos, separada a su vez por 11, 10 y 9 pb de
los codones iniciadores de la traduccion, respectivamente.

Los elementos genéticos descriptos no se encuentran restringidos Unicamente a
estas cepas. El gen desL presenta conservacion perfecta de las secuencias -35, -10, rbs y
cajas regulatorias con B. subtilis * como se muestra en la Figura 45.

A RA RB

IR-L IR-R DR -35
2 3 4

=35

GAGTTAAGGAAACATGACAAGTGTCATGTTTGAAGCATGATGTGTGCTACTACAAAGACATC
CTCAATTCCTTTGTACTGTTCACAGTACAAACTTAGTACTACACACGATGATGTTTCTGTAG

Figura 45. Region regulatoria de los genes des de B. subtilis y desL de B. licheniformis. A)
Regidn regulatoria del gen des. Las lineas RA y RB representan el sitio de unién de los dos DesR-
P. Las repeticiones invertidas estan subrayadas. Los circulos negros indican las bases que se
encuentran protegidas por DesR. En el recuadro se muestra las repeticiones invertidas de 4 pb
separadas por 9 pb. El sitio -35 se representa con una flecha. Adaptado de ™. B) Regi6n regulatoria
del gen desL.

La gran conservacion entre los elementos regulatorios presentes en los promotores
de los genes des y desL podria ser la causa de que en B. licheniformis exista un mecanismo

de regulacién por temperatura que actuara de manera similar al presente en B. subtilis.

3.3 — Control por temperatura de la expresion de los genes des.
3.3.1 — Estudio de la expresion de las desaturasas de B. cereus y B. licheniformis en
cepas de B. subtilis.

Una vez llevado a cabo el mapeo de los sitios de inicio de la transcripcion se realizd
un analisis de la expresion de los genes de las desaturasas en estudio mediante la

construccion de cepas de B. subtilis que portan las zonas promotoras de los genes des de B.
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cereus y B. licheniformis fusionadas transcripcionalmente al gen lacZ de E. coli. Para ello,

en el vector integrativo pJM116 se clonaron los fragmentos de ADN corriente arriba del
coddn de iniciacion de la traduccion de cada uno de dichos genes (ver Materiales y
Métodos). Los vectores resultantes, denominados pJM77, pJM60 y pJM81, que contienen
las regiones promotores de los genes desA, desB y desL, respectivamente, se integraron
ectopicamente en el locus amyE del cromosoma de B. subtilis mediante un proceso de
doble recombinacion homologa (ver Materiales y Métodos). De esta manera se obtuvieron
las cepas LSC78, LSC61 y LSC82. Las mismas se cultivaron en MM a 37°C y cuando los
cultivos alcanzaron una DOgy = 0,4 se dividieron en dos alicuotas, a una de ellas se la
continu6 incubando a 37°C y la otra se transfirid a 25°C. A diferentes tiempos se tomaron
muestras y se midi6 la actividad B-galactosidasa. Los resultados obtenidos se muestran en
los gréficos de las Figuras 46 y 47.

PdesA-lacZ (A5 B. cereus)

700 4

Actividad B-galactosidasa (UM)

100 @ 25°C
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1200 | PdesB-lacZ (A10 B. cereus)

1000 A
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600 -

400 -

W 37°C
200 | ® 25°C

Actividad p-galactosidasa (UM)

0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (h)

Figura 46. Actividad p-galactosidasa de las fusiones PdesA-lacZ (A) y PdesB-lacZ (B) en la
cepa de B. subtilis JH642.

Como puede verse en la Figura 46A, cuando la cepa LSC78 que contiene la fusion

PdesA-lacZ se cultivd a 37°C mostrd niveles de actividad B-galactosidasa que fueron
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relativamente bajos, pero cuando se la transfirio a 25°C, la actividad B-galactosidasa

aumento casi al doble, mostrando que la expresion del gen de la A5 desaturasa de B. cereus
es activada por la temperatura de crecimiento. Sin embargo, en el caso del gen desB
(Figura 46B) no se observan diferencias en su expresion cuando los cultivos son
transferidos a menores temperaturas de crecimiento. Ademas los valores de actividad -

galactosidasa fueron mas elevados que los medidos para el promotor de desA.

1400 ~

PdesL-lacZ (A5 B. licheniformis)

1200

1000 -

o]
o
o

(2]
o
o

IS
o
S

Actividad B-galactosidasa (UM)

Tiempo (h)

Figura 47. Actividad B-galactosidasa de la fusion PdesL-lacZ en la cepa de B. subtilis JH642.

En la Figura 47 se muestra la curva de actividad B-galactosidasa ensayada en la
cepa LSC82 que contiene la fusion PdesL-lacZ. Cuando esta cepa se cultivo a 37°C los
valores de actividad fueron muy bajos y comenzaron a aumentar cuando el cultivo se
transfirio a 25°C alcanzando un maximo cerca de las 3 h luego de la caida de la
temperatura con niveles de induccién de 6 veces (Figura 47). Luego de este periodo de
tiempo la sintesis de la B-galactosidasa decrece. Estos experimentos permiten concluir que
la transcripcion del gen desL de B. licheniformis es controlada por la temperatura de
crecimiento en B. subtilis.

Si bien se determind que la expresion de las dos A5 desaturasas estudiadas estaria
regulada por la temperatura de crecimiento, se observa que existe una diferencia entre
ambas, ya que la actividad p-galactosidasa comienza a disminuir luego de 3 horas a 25°C
en el caso de la fusién PdesL-lacZ. Estos experimentos fueron realizados en la cepa de B.
subtilis salvaje que expresa su propia desaturasa y a 25°C sintetiza AGI, los resultados
observados para DesL sugieren que la acumulacion de AGI que ocurre a baja temperatura
como consecuencia de la expresion simultanea de la A5 desaturasa nativa de B. subtilis esta
influenciando la expresion del gen desL mientras que estos AGI no parecen afectar la

respuesta a la temperatura del gen desA.
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Para evaluar el efecto de los AGI enddgenos en la expresion de estas desaturasas se

llevaron a cabo los mismos experimentos en la cepa de B. subtilis LC5 que no expresa su
desaturasa enddgena y no sintetiza AGI. Los resultados obtenidos para las cepas LSC77 y
LSC60 que expresan los promotores PdesA y PdesB de la AS y A10 desaturasas de B.

cereus, respectivamente se muestran en la Figura 48.
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Figura 48. Actividad B-galactosidasa de las fusiones PdesA-lacZ (A) y PdesB-lacZ (B) en la
cepa de B. subtilis LC5.

Como se observa en la Figura 48, los niveles de actividad B-galactosidasa para la
cepa LSC77, en la que no hay sintesis de AGI enddgena, son iguales a los obtenidos en la
cepa salvaje, manteniéndose independientes de la presencia de AGI en la membrana de la
bacteria a 37°C, sin embargo cuando el cultivo se transfiri6 a menor temperatura, se
produce un incremento mayor en la transcripcion del gen de la B-galactosidasa que el
obtenido en la cepa de B. subtilis JH642 en donde hay acumulacion de AGI.

A diferencia del efecto negativo que ejercen los AGI sobre la expresion del gen

desL (Figura 47) en donde se observa que disminuyen los valores de actividad B-
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galactosidasa luego de 3 h de incubacion a 25°C, en el caso del gen desA es menor la

expresion en presencia de AGI pero en ningin momento se observa disminucion de la
misma con el tiempo. Para el caso de la cepa LSC60 los valores de actividad siguen
presentandose independientes de la temperatura y aqui, también, de la ausencia de otros
AGI. Por otro lado se observa que los niveles de transcripcion son ligeramente mayores
que los observados en la cepa que sintetiza AGI.

Cuando se ensaya la cepa LSC81 conteniendo la fusién PdesL-lacZ se obtienen los

resultados esquematizados en la Figura 49.
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Figura 49. Actividad p-galactosidasa de la fusion PdesL-lacZ en la cepa de B. subtilis LC5.

Para la A5 desaturasa de B. licheniformis se ve que en ausencia de AGI los valores
de la actividad B-galactosidasa a 25°C aumentan durante todo el tiempo que dura el ensayo
y nunca disminuyen como ocurria en presencia de AGI (Figura 47). La ausencia de este
tipo de AG estaria generando una activacion continua del promotor de la desaturasa ya que
nunca se acumularan AGI que permitan fluidificar la membrana y generar la sefial para
terminar con la expresion del gen desL como ocurre en B. subtilis *.

Finalmente, en esta primera etapa de analisis transcripcionales se evalu6 la
influencia del sistema de dos componentes DesK/R que regula la expresion del gen des en
B. subtilis ya que en los experimentos con ATB descriptos previamente surgié la
posibilidad de que la expresion de las desaturasas estudiadas esté controlada por algun
sistema de regulacion. Para ello se construyeron las cepas LSC79, LSC62 y LSC83 que
expresan las fusiones PdesA-lacZ, PdesB-lacZ y PdesL-lacZ en un contexto génico de B.

subtilis des- deskKR-. Los resultados obtenidos se muestran en las Figuras 50 y 51.
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Figura 50. Actividad B-galactosidasa de las fusiones PdesA-lacZ (A) y PdesB-lacZ (B) en la
cepa de B. subtilis LSC204.
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Figura 51. Actividad B-galactosidasa de la fusion PdesL-lacZ en la cepa de B. subtilis LSC204.

En la Figura 50A se ve que a 25°C se sigue produciendo un aumento en los valores
de actividad B-galactosidasa comparados con los valores a 37°C cuando los cultivos de la
cepa que expresa la fusion PdesA-lacZ son transferidos a menores temperaturas de
crecimiento. Debido a que la cepa LSC79 no posee el sistema de dos componentes

DesK/R, se puede inferir que la regulacion de la expresion del gen de la A5 desaturasa de
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B. cereus no estaria controlada por dicho sistema. Asimismo, este sistema tampoco estaria

actuando sobre la expresion de la A10 desaturasa de B. cereus, ya que en este caso los
valores de actividad permanecen iguales que en las deméas condiciones ensayadas (Figura
50B), lo cual estaria corroborando la naturaleza constitutiva de la expresion de este gen.
Por otro lado, al evaluar la actividad B-galactosidasa en la cepa LSC83 que contiene
la fusion PdesL-lacZ se puede ver que no se produce aumento de los valores de actividad al
disminuir la temperatura de crecimiento. Esta observacion indicaria que la expresion de la
A5 desaturasa de B. licheniformis si seria controlada por el circuito DesK/R de B. subtilis.
Si se comparan las regiones génicas correspondientes a las dos AS desaturasas estudiadas
(Figura 52) se puede apreciar que en B. licheniformis aparecen dos genes corriente abajo
del gen de la desaturasa como ya se habia mencionado anteriormente. Dichos genes
presentan alta homologia de secuencia con desK y desR y sus productos génicos presentan
un porcentaje de identidad del 91,62% vy 95,98%, respectivamente, con las
correspondientes proteinas de B. subtilis. Estos dos genes podrian ser los encargados de
regular la expresion de la AS desaturasa en B. licheniformis. Ademas se encontraron las
mismas regiones regulatorias del gen des de B. subtilis en el promotor del gen desL, como
se detallé en el punto 3.2. Sin embargo, esto no se evidencia para B. cereus en donde el

control termal de la A5 desaturasa seria llevado a cabo por otro sistema.

Bacillus lichenifornis ATCC 14586.10

. | 4 4 4N I I N
BLOZ045 BLOZ106 BLOZL05 BLOZ104 BLOZ042
Bacillus subtilis 168_3

14 A D D D -
BS15150 BLH9L70 BU19180 BEL191490 BU19210
Bacillus cereus ATCC14579.1

B B L 4
i BEC_29%3 BE_290 BC_2979

Figura 52. Esquema de la region génica de las A5 desaturasas de B. subtilis, B. cereus y B.
licheniformis.

Para una mejor visualizacion de los resultados hasta aqui obtenidos se agruparon
los valores de actividad B-galactosidasa por cepas en los distintos contextos genéticos

como se muestra en la Figura 53.
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Figura 53. Actividad p-galactosidasa de las fusiones PdesA-lacZ, PdesB-lacZ y PdesL-lacZ en
la cepas de B. subtilis JH642, LC5 y LSC204.
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Como conclusion de esta serie de experimentos se puede decir que el gen desL, que

codifica la A5 desaturasa de B. licheniformis, esté sujeto a regulacion transcripcional y su
expresion se induce cuando la bacteria se cultiva a bajas temperaturas. Los resultados
mostraron que dicha regulacion estaria controlada por el sistema de dos componentes
DesK/R en B. subtilis, y que seria equivalente a lo que ocurre en B. licheniformis ya que
los anlisis in silico muestran que en esta bacteria existe un sistema similar al de B. subtilis
con alto grado de homologia. Una observacién adicional que sugiere que este sistema
funcionaria de la misma manera es que en B. subtilis la expresion de este gen esta afectada
negativamente por la presencia de AGI produciéndose un descenso de la misma luego de
un periodo de tiempo de crecimiento a baja temperatura luego del cual se permiti6 la
acumulacion de estos AG. En ausencia de los mismos la expresion de dicho gen se
encuentra todo el tiempo encendida como se explicO mas arriba. Por otro lado, la A5
desaturasa de B. cereus, codificada por el gen desA, también posee regulacion
transcripcional por temperatura. Sin embargo, esta regulacion no estaria controlada por el
sistema DesK/R. Los valores de actividad p-galactosidasa para PdesA son menores en la
cepa que sintetiza AGI indicando que la expresion estaria regulada por la presencia de
AGI, pero sin embargo, no se observa la disminucion de actividad luego de un tiempo de
incubacion a 25°C que se ve en el caso del gen desL. Esto indicaria que la fluidez generada
por la incorporacion de AGI en la membrana no es suficiente para apagar completamente
la expresion del gen desA en los tiempos ensayados. Finalmente, la expresion del gen desB,
que codifica para la A10 desaturasa de B. cereus, no estaria regulada por temperatura ni se
veria afectada negativamente por la presencia de AGI lo cual indicaria que dicho gen se

expresaria de forma constitutiva.

3.3.2 — Analisis de los niveles del ARNm de los genes des durante la adaptacion al frio
en B. cereus y B. licheniformis.

Hasta el momento se ha estudiado como es la regulacion de los genes de las
desaturasas de B. cereus y B. licheniformis expresandolos en diferentes cepas B. subtilis.
Para indagar ain mas en este mecanismo, se llevaron a cabo experimentos con B. cereus y
B. licheniformis, disefiados para examinar las cantidades de los transcriptos de los genes

des en diferentes condiciones de crecimiento de estas cepas.
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3.3.2.1 — Analisis de los transcriptos de los genes des en cepas salvajes de B. cereus y

B. licheniformis.

Para realizar el estudio de la regulacion de los genes des se cultivaron las cepas
salvajes de B. cereus y B. licheniformis a 37°C en MM hasta fase logaritmica temprana.
Luego, los cultivos se dividieron en dos alicuotas de las cuales una se continu6 incubando
a 37°C y la otra se transfiri6 a 25°C. De todos los cultivos se tomaron alicuotas a distintos
tiempos y se extrajo el ARN total de las mismas utilizando un kit comercial de Promega.
Para llevar a cabo la cuantificacion del ARN mensajero de los genes en estudio en las
condiciones ensayadas se realizaron experimentos de gPCR en tiempo real. Para ello se
disefiaron cebadores especificos para cada uno de los genes en estudio y para el gen de
referencia, en este caso el gen que codifica para el ARNr 16S. La eficiencia de
amplificacion de los cebadores se determing utilizando ADN gendmico cuantificado de
cada especie. Finalmente, se desarrollaron los experimentos de gqPCR en tiempo real
utilizando como molde el ARN total extraido en cada condicion y los cebadores
especificos disefiados y analizados previamente. La expresion de los transcriptos de la
cepas cultivadas a 25°C se relativizo a cultivos controles (37°C) y se calculo utilizando el
método Pfaffl *® y el ARNr 16S como control interno. Los resultados de los experimentos

se muestran en la Figura 54.
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Figura 54. Expresion relativa de los genes de las desaturasas a 25°C y 37°C determinada por
PCR Cuantitativa en Tiempo Real. Las cepas de B. cereus ATCC 14579 y B. licheniformis
ATCC 14580 se cultivaron en MM a 37°C hasta fase logaritmica temprana y luego la mitad de los
cultivos se transfirieron a 25°C. Se sigui6 incubando a ambas temperaturas y se tomaron muestras a
diferentes tiempos luego de la induccion. Se utiliz6 como molde el RNA total extraido de tres
experimentos independientes. Cada reaccion se normalizd utilizando los valores de Ct
correspondientes al RNAr 16S como control interno. La expresion de los transcriptos de la cepas
cultivadas a 25°C fue relativizada a cultivos controles (37°C). A) expresion relativa del gen desL;
B) expresion relativa del gen desA; C) expresion relativa del gen desB. Debajo de cada grafico se
muestra una tabla con los valores de expresion relativa.

Como se observa en la Figura 54 los niveles de los ARNm de las dos A5

desaturasas van aumentando con el tiempo llegando a un maximo de acumulacién a los 15

132




Resultados 111

min luego de la transferencia de los cultivos a 25°C. Luego de dicho lapso los niveles

comienzan a decaer. Esto puede traducirse en que la disminucion de la temperatura
produce un aumento significativo y transitorio en los niveles de ARNm de los genes de las
dos A5 desaturasas. En el caso del ARNm de la A10 desaturasa de B. cereus no se observa
un aumento del nivel del mismo al disminuir la temperatura de crecimiento. Estos
resultados sugieren que los genes de las A5 desaturasas se inducen cuando la temperatura
de crecimiento disminuye y que el gen de la A10 desaturasa se expresa de manera
constitutiva en las condiciones ensayadas. A su vez, estos resultados coinciden con los
observados mediante ensayos de actividad -galactosidasa obtenidos previamente en cepas
de B. subtilis, en donde se vio que la actividad B-galactosidasa aumenta cuando disminuye
la temperatura en los casos donde dicho gen se fusion6 a los promotores de las A5
desaturasas y no para el promotor de la A10 desaturasa de B. cereus.

En base a todos estos resultados también se puede mencionar que tanto en B.
licheniformis como en B. cereus existe una regulacion transcripcional por temperatura para
la expresion de los genes que codifican para las A5 desaturasas. En el caso de B.
licheniformis, podria estar involucrado el sistema de dos componentes DesK/R en el
mecanismo de regulacion, como se propuso anteriormente. Para corroborar esta posibilidad
podrian disefiarse mutantes en este sistema y evaluar la expresion del gen de la desaturasa.
Sin embargo, para la A5 desaturasa de B. cereus, se observa nuevamente que es otro el
mecanismo que estaria involucrado en la regulacién ya que este sistema se encuentra
ausente en este organismo Yy los resultados obtenidos cuando se trabajé con cepas de B.
subtilis indican que el sistema no esta involucrado en la regulacion de este gen. Esta
desigualdad en cuanto a las proteinas regulatorias también podria ser la responsable de la
diferencia observada en los niveles de expresion. Se ha determinado que para ambas AS
desaturasas existe una acumulacién temprana y temporal del ARNm, sin embargo, el gen
desL aumenta su expresion 210 veces a 25°C mientras que el gen desA de B. cereus sélo lo

hace 5 veces.

3.3.2.2 — Andlisis de los transcriptos de los genes des en cepas mutantes de B. cereus.
Con el fin de evaluar el impacto de las mutaciones en cada desaturasa sobre la

expresion del otro gen en B. cereus, se realizaron los mismos experimentos descriptos mas

arriba pero en este caso se utilizaron las cepas mutantes, LCER0400 (desB) y LCER2983

(desA). Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 55.
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Figura 55. Expresion relativa de los genes de las desaturasas a 25°C y 37°C determinada por
PCR Cuantitativa en Tiempo Real. Las cepas de B. cereus LCER0400 y LCER2983 se
cultivaron en MM a 37°C hasta fase logaritmica temprana y luego la mitad de los cultivos se
transfirieron a 25°C. Se siguié incubando a ambas temperaturas y se tomaron muestras a diferentes
tiempos luego de la induccidn. Se utiliz6 como molde el RNA total extraido de tres experimentos
independientes. Cada reaccion se normaliz6 utilizando los valores de Ct correspondientes al RNAr
16S como control interno. La expresion de los transcriptos de la cepas cultivadas a 25°C fue
relativizada a cultivos controles (37°C). A) expresion relativa del gen desA; B) expresion relativa
del gen desB. Debajo de cada grafico se muestra una tabla con los valores de expresion relativa.

Como se ve en la figura 55A, en ausencia de AGI con el doble enlace en la posicidén

A10, los niveles de ARNm del gen desA aumentan con el tiempo llegando a un maximo de
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acumulacion més rapido que en la cepa salvaje (10 min vs. 15 min). Ademas la expresion

de este gen aumenta 11 veces a 25°C mientras que en presencia del gen desB lo hace s6lo 5
veces. Por lo tanto, podemos decir que existe un incremento en la expresion del gen desA a
fin de compensar rapidamente la falta de AGI A10. Por otro lado, en el caso de la mutante
en el gen desA (Figura 55B), se observa nuevamente que no hay modificaciones en los
niveles de expresion del gen desB, que codifica para la A10 desaturasa. Aun en ausencia de
AGI con la insaturacion en la posicion AS, la A10 desaturasa se expresa de manera
constitutiva, es decir, no le estaria afectando a esta cepa la ausencia de estos AGI lo cual

concuerda con todos los resultados obtenidos anteriormente.
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DISCUSION CAPITULO I1I
Tanto las células procariotas como las eucariotas exhiben una respuesta adaptativa

al frio. Esta respuesta se traduce en la regulacién de varios genes con la posterior induccién
de distintas actividades enzimaticas, entre ellas, la actividad desaturasa, encargada de
sintetizar AGI. El estudio de la regulacion de la expresion y actividad de estas enzimas es
un paso esencial para el entendimiento en su conjunto de la respuesta y adaptacion al frio.
Hasta el momento, los mecanismos moleculares de la percepcion de la temperatura se han

49

estudiado extensamente en B. subtilis que a diferencia de otros organismos

15. 4

poiquilotermos tales como cianobacterias ** y plantas “°, posee una Unica actividad
desaturasa la cual esta codificada por un Unico gen cuya expresion es controlada a nivel
transcripcional por la temperatura *“°. Mientras que células cultivadas en MM a 37°C
presentan una leve transcripcion del gen des, la produccion del ARNm correspondiente se
induce fuertemente ante una disminucion en la temperatura. A su vez, se ha determinado
que ambos componentes del sistema de transduccion de sefiales DesK/R son necesarios
para la transcripcion de des y que el mismo es responsable de la regulacion de la
transcripcion de la AS desaturasa de B. subtilis. Los resultados obtenidos sugieren que el
sistema DesK/R percibe cambios en la fluidez de la membrana y modula la expresion del
gen des en funcién de este estimulo . Asimismo, la modulacién de la sintesis de AGI a
bajas temperaturas se llevaria a cabo también a nivel de la actividad desaturasa junto a la
regulacion transcripcional descripta **°.

En este Capitulo se llevd a cabo el estudio de la regulacién de la expresion de los
genes de las desaturasas de B. licheniformis y B. cereus.

Se evaluo la expresion de los genes desA de B. cereus y desL de B. licheniformis,
mediante fusion transcripcional de los promotores al gen lacZ, y se comprobd que la
misma se induce ante una caida en la temperatura de crecimiento (Figuras 46A y 47). Estos
resultados concuerdan con lo observado para B. subtilis *° y con estudios previos de Fujii y
Fulco ™2 los cuales sugirieron que la sintesis de la enzima desaturasa de B. megaterium se
encuentra regulada por la temperatura a nivel transcripcional. Sin embargo, cuando se
estudié la expresion del gen desB de B. cereus que codifica para la A10 desaturasa, no se
observdo un aumento de la actividad B-galactosidasa al disminuir la temperatura de
crecimiento (Figura 46B), lo cual sugiere que este gen se transcribe constitutivamente. Sin
embargo, cuando se analizo la sintesis de AGI en una cepa de B. subtilis que expresa este
gen se determind que aumenta de 15% a 30% la cantidad de estos AG al disminuir la

temperatura de cultivo (Tabla XII), sugiriendo que esta enzima es mas activa a bajas
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temperaturas. Un nivel de control adicional de la sintesis de AGI puede ser la funcion de la

enzima desaturasa, la cual puede ser menos eficiente a altas temperaturas de crecimiento
dado que la desaturacién es menor cuando aumenta la temperatura de crecimiento (Tabla
XI1). Esta posibilidad concuerda con trabajos previos **® que postulan que la inactivacion
de la desaturasa mediada por la temperatura es uno de los mecanismos para regular el nivel
de AGI en B. megaterium.

Los datos presentados hasta aqui demuestran que la transcripcion de los gen desA 'y
desL estaria regulada por la temperatura de crecimiento pero no la de desB. Es factible
entonces postular la existencia de proteinas reguladoras de la transcripcion (ya sean
activadoras o represoras) que participen en la regulacion de la expresion de los dos
primeros genes durante los cambios de temperatura de crecimiento. Para analizar la
participacion del sistema de dos componente DeskK/R que regula la expresion de la
desaturasa de B. subtilis en la regulacion transcripcional de dichos genes, se llevaron a
cabo medidas de actividad B-galactosidasa en cepas de B. subtilis mutantes en dicho
sistema. En estos experimentos se determind que en ausencia del sistema de dos
componentes, la expresion del gen desL disminuye (Figura 51) comparada con la que se
observa en presencia del sistema. Como se ha demostrado, corriente abajo del gen desL,
estdn codificados dos genes cuyos productos génicos muestran una gran identidad y
similitud con DesK y DesR de B. subtilis (Figura 52). Ademas, la region promotora del gen
desL presenta los mismos sitios regulatorios (Figura 45) a los cuales se uniria DesR
fosforilado para activar la transcripcion de la desaturasa de la misma manera que ocurre en
B. subtilis. Con estas observaciones es factible concluir que en B. licheniformis la
regulacion de la expresion del gen desL se llevaria a cabo a través de un mecanismo similar
al de B. subtilis en donde también participarian estas dos proteina regulatorias en una via
parecida a la via DeskK/R. Ademas, al igual que ocurre en B. subtilis, se necesitaria sintesis
de novo de ARN vy proteinas como se demostrO mediante marcacion con precursores
radioactivos en ausencia y presencia de ATB que bloguean la transcripcion y traduccion
(Figura 41, Tabla XIX). En este caso, luego de un descenso en la temperatura de
crecimiento se activaria una putativa via Des que permitiria la transcripcion del gen desL y
la posterior sintesis de la desaturasa. En presencia de ATB que bloguean estos procesos no
se pudo observar acumulacion de AGI, lo cual estaria reforzando la hipotesis de la
presencia de un mecanismo similar al circuito Des. Finalmente se estudio el impacto de la
presencia de AGI sobre la expresidn ya que es posible que los AGI o bien los cambios de

la fluidez de membrana generado por la presencia de los mismos sean los responsables de
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reprimir la expresion de los genes des como se observo previamente en nuestro laboratorio

para B. subtilis *. En estos experimentos, llevados a cabo en mutantes que no sintetizan
AGI, se comprobd que la expresion del gen desL de B. licheniformis se ve afectada por la
presencia de AGI, ya que a diferencia de lo que se observa en la Figura 47, en donde luego
de 3 h de cultivo a 25°C los valores de actividad [3-galactosidasa comienzan a disminuir, en
ausencia total de AGI, los valores de actividad aumentan indefinidamente en los tiempos
que dura el ensayo (Figura 49). Al no restaurarse la fluidez de la membrana no se reprime
la expresion del gen de la desaturasa y por lo tanto, mantendria encendido el circuito Des
todo el tiempo.

Cuando se analizaron los perfiles de expresion de los genes des de B. cereus en
cepas de B. subtilis que no poseen el sistema DesK/R, se determind que los valores de
actividad B-galactosidasa permanecen elevados para la fusion PdesA-lacZ y no se observd
efecto alguno sobre la expresion del gen desB (Figura 50). Ademas, se determind que los
AGI disminuyen los valores de actividad B-galactosidasa pero no inhiben completamente
la induccion del gen desA asi como tampoco modifican significativamente la expresion del
gen desB (Figura 46). En B. cereus la via DesK/R no se encuentra presente, lo que sugiere
que los mecanismos regulatorios que controlan la expresion de los genes de las desaturasas
en B. cereus serian diferentes a los descriptos para la A5-Des de B. subtilis. Cuando se
ensayo la actividad desaturasa de DesA por marcacién con precursores radioactivos en
ausencia o en presencia de diferentes ATB, a 37°C en cultivos no tratados practicamente
no se acumulan AGI. Sin embargo, en cultivos tratados si hay sintesis de AGI (Figura 41,
Tabla XX). La baja actividad desaturasa observada a 37°C podria deberse a la presencia de
un modulador negativo que, en cultivos tratados, al interrumpirse la trascripcion o
traduccion del mismo, permitiria la acumulacion de AGI. Estas observaciones indican que
podria tratarse de un modulador negativo a 37°C y a 25°C, el impacto del descenso de la
temperatura seria tan importante, que no se podria evaluar la presencia de dicho

modulador. Se ha citado en la bibliografia **’

que la transcripcion del gen cspA de E. coli
aumenta cuando se produce un descenso en la temperatura de crecimiento o cuando se
agrega Cm al medio de cultivo. CspA es la principal proteina de adaptacion al frio de E.
coli. Los investigadores sugieren que en presencia de ese ATB se estaria inhibiendo la
sintesis de un represor de la proteina CspA. Asimismo, este tipo de regulacion por
temperatura mediado por cambios conformacionales en factores transcripcionales ha sido
descripto para el factor de virulencia de Salmonella typhimurium, TIpA **%. Esta proteina

funciona como un represor homodimérico cuyo estado de plegamiento determina la
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capacidad de union al ADN. Un aumento en la temperatura ambiente favorece el estado

monomérico y por lo tanto la disociacion de TIpA del ADN con la consiguiente activacion
de los genes antes reprimidos. Un mecanismo similar a estos podria estar actuando en el
caso de la A5 desaturasa de B. cereus. Por otra parte, el hecho de observar una disminucién
en la acumulacion de AGI en cultivos tratados a 25°C con respecto a los no tratados
(Figura 41, Tabla XX) sugiere que cuando disminuye la temperatura de cultivo, no habria
efecto del modulador y si ocurriria transcripcion y traduccion del gen desA lo cual refuerza
lo observado mediante medidas de actividad B-galactosidasa.

Cuando se estudia con precursores radioactivos la actividad de DesB se evidencia
acumulacion de AGI a 37°C y 25°C tanto en cultivos tratados como no tratados con ATB.
Sin embargo, a 37°C se observa un aumento en la sintesis de AGI en cultivos tratados, lo
cual podria sugerir también la presencia de un modulador negativo que esté ausente en los
cultivos tratados y permita que la A10 desaturasa sea mas activa.

Por otro lado se ha visto que existe un sistema de dos componentes, CasK/R (cold
adaptation sensor), involucrado en la adaptacion y crecimiento de B. cereus a bajas
temperaturas. Mutantes en este sistema presentan una menor proporcion de AGI AS
mientras que los niveles de AGI A10 no se ven afectados **°. Ademas se determiné que
dichas mutantes presentas defectos en el crecimiento a 20°C y no pueden crecer a 10°C. Es
decir, se determind que este sistema participa de la regulacion de la sintesis de AGI a bajas
temperaturas aunque nuevamente se observa que debe existir un mecanismo mas complejo
que estaria regulando la expresion de estos genes, ya que en ausencia de CasK/R aln se
observa acumulacion de AGI.

Finalmente, para corroborar los resultados obtenidos mediante medidas de actividad
B-galactosidasa en cepas de B. subtilis se llevaron a cabo experimentos de PCR en tiempo
real con ARN extraido de B. licheniformis y de B. cereus salvaje y de las cepas mutantes
en los genes desA y desB descriptas en el Capitulo Il de este trabajo. Mediante estos
andlisis se evidencié un aumento de 210 veces en la expresion del gen desL cuando los
cultivos crecidos a 37°C se transfieren a 25°C (Figura 54A). Este gran incremento relativo
no se ve reflejado en la cantidad de AGI que B. licheniformis sintetiza cuando disminuye la
temperatura, ya que se pasa de 3% a 37°C a 6% cuando se transfieren los cultivos a 25°C.
Podria ocurrir que si bien se induce muchas veces la expresion del gen, la desaturasa DesL
no aumente proporcionalmente su actividad a bajas temperaturas.

En el caso de los genes de B. cereus se observd que la expresion relativa del gen

desA aumenta 5 veces al disminuir la temperatura de crecimiento, con un maximo a los 15
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min del descenso térmico y luego la misma disminuye (Figura 54B). En la cepa mutante

en el gen desB, en la cual no hay sintesis de AGI A10, la induccion del gen desA es de 11
veces y el tiempo en el cual se produce el maximo es de 10 min (Figura 55A). Esta
observacion indicaria que en esta cepa, en donde no hay AGI A10, se produce una mayor
expresion del gen que codifica para la A5 desaturasa de manera de generar mas enzima y
por ende mas AGI A5 para contrarrestar la ausencia de los primeros.

El estudio del gen desB no reveld ningiin aumento en la expresion relativa a 25°C
ni en la cepa salvaje ni en la cepa mutante en el gen desA (Figuras 54C y 55B). Lo cual
corroboraria que este gen, en las condiciones ensayadas en este trabajo, se expresa de
manera constitutiva y que lo que estaria pasando al disminuir la temperatura es un aumento
en la actividad de esta enzima ya que en lo experimentos de TLC como de GC-MS cuando
dicho gen se expresa individualmente en la cepa LC5 de B. subtilis, se observa mayor
acumulacion de AGI a bajas temperaturas (Figura 41; Tablas XI, XII y XXI). Esta mayor
acumulacion de AGI a 25°C no se observa en B. cereus ya que como se analizo
anteriormente, los AGI A10 serian sustrato de DesA para generar los AG diinsaturados.

Evidentemente ain queda mucho por investigar para terminar de entender el rol de
las desaturasas en la fisiologia de B. cereus y B. licheniformis y las bases moleculares de la

regulacion por temperatura de la sintesis de AGI en estos organismos.
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CONCLUSIONES
En Bacillus cereus se encontraron dos desaturasas, una con actividad A5, a la que
se nombrd DesA y otra con actividad A10, a la que se llamo DesB.
En Bacillus licheniformis se encontré una desaturasa con actividad A5, a la que se
denomind DesL. Ademas se encontré un segundo gen, BL02692, anotado como
posible desaturasa, al cual no se le encontrd ninguna actividad enzimética en las
condiciones ensayadas y se lo denomind desX.
Las tres desaturasas halladas introducen el doble enlace en los AG unidos a los FL
de membrana, es decir, son acil lipido desaturasas.
Las tres desaturasas utilizan Fd y/o Fld como proteinas transportadoras de
electrones.
Se desarrollo un protocolo para generar mutantes en B. cereus utilizando el vector
termosensible pORI-Cm.
La cepa mutante en el gen desA de B. cereus, LCER2983, no presentd defectos en
el crecimiento en MM comparada con la cepa salvaje, lo cual indicaria que el gen
no es esencial para el crecimiento de esta bacteria en las condiciones ensayadas.
La cepa LCER2983 es incapaz de sintetizar AGI con el doble enlace en posicion
AS.
La sintesis de AGI con el doble enlace en la posicion Al0 en la cepa mutante
aumenta con respecto a la cepa salvaje. Este mecanismo podria estar compensando
la ausencia de AGI AS.
Las cepas LCER0400, mutante en la A10 desaturasa de B. cereus, asi como la cepa
LCER2904, mutante en ambas desaturasas, fueron incapaces de crecer en MM vy el
defecto en el crecimiento se revirtio a valores cercanos a los de la cepa salvaje tras
el agregado de acido oleico a un medio suplementado con AA o parcialmente, tras
el agregado de isoleucina.
La cepa LCER0400 no puede sintetizar AGI con el doble enlace en la posicion A10
y la cepa LCER2904 no acumula ningun tipo de AGI.
La expresion de la A5 desaturasa de B. licheniformis esta regulada por la
temperatura de crecimiento y esta regulacion seria llevada a cabo por un sistema de
dos componentes homologo al sistema DesK/R de B. subtilis. Los AGI actian

como reguladores negativos de la expresion del gen desL.
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La expresion de la A5 desaturasa de B. cereus también se encuentra regulada por la
temperatura de crecimiento, sin embargo esta regulacion no dependeria de un
sistema como DesK/R. Ademas la desaturacion de AG a 25°C requiere la sintesis
de novo de ARN vy proteinas ya que la misma disminuye en presencia de Rif y Cm
a dicha temperatura. Sin embargo, a 37°C la actividad desaturasa aumenta en
presencia de dichos ATB. Los AGI actian como reguladores negativos de la
expresion del gen desA.

La expresion de la A10 desaturasa de B. cereus no esta regulada por la temperatura
de crecimiento y presenta una expresion constitutiva en las condiciones ensayadas.
Ademas la desaturacion de AG no requiere sintesis de novo de ARN ni proteinas a
ninguna temperatura.

El objetivo general de este trabajo de Tesis en donde se propuso determinar las
bases moleculares que explicarian la relacion estructura-funcion de estas enzimas
no se pudo alcanzar debido a la gran similitud entre las desaturasas con actividad
A5y las diferencias en estructura primaria con la A10 desaturasa. Los resultados de
estudios con enzimas quiméricas disefiadas con fragmentos de las desaturasas en
estudio, llevados a cabo en forma paralela a este trabajo, no aportaron informacion
relevante. Sin embargo, se pudo determinar de qué manera se sintetizan los AGI y
la funcién de las desaturasas, lo cual puede conducir a establecer nuevas funciones
de estos AG en la fisiologia de la membrana. Ademas se pudo establecer que la
A10 desaturasa seria esencial para el crecimiento de B. cereus, lo cual sienta bases
para el desarrollo de nuevas estrategias antimicrobianas ya que es la primera vez

gue se muestra que una desaturasa bacteriana es esencial para el crecimiento.
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