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RESUMEN.

La respuesta de las bacterias al estrés osmotico es actualmente de gran interés debido a
los aspectos importantes de su aplicacion. La mayoria de los estudios realizados en
procariotas se han focalizado sobre la regulacion genética y sobre aspectos fisiologicos de la
adaptacion a la alta osmolaridad. El comportamiento de las envolturas no ha sido
practicamente estudiado, sin embargo, existen diversas evidencias que sugieren que la
composicion de las envolturas celulares posee un rol importante durante el mecanismo de
osmosensado. El objetivo de este trabajo fue el de estudiar el efecto del estrés osmotico sobre
la estructura y composicion bioquimica y biofisica de las membranas de Bacillus subtilis
YB886 utilizando diferentes enfoques como la bioquimica, espectroscopia de fluorescencia y
biologia molecular.

En esta tesis demostramos que se producen importantes variaciones en la composicion
de lipidos polares y de acidos grasos (AG) durante la adaptacion de B. subtilis. Entre los
principales fosfolipidos presentes en la membrana de esta especie, se observé que cuando la
bacteria es crecida en medios hipersalinos se produce una disminucién en el contenido de
fosfatidilglicerol de 40 a 31% y un aumento en el de cardiolipina de 24 a 46%. Ademas de
las variaciones observadas a nivel del grupo polar de los lipidos, se determind un cambio
significativo en la composicion de AG entre las diferentes condiciones de cultivo. Las
células crecidas en el medio hipersalino presentan una marcada disminucion en el contenido
de AG saturados ramificados y un aumento en el de los saturados lineales. Asimismo, se
observo un aumento en el contenido de los AG monoinsaturados, los cuales representan un
6% bajo condiciones normales de crecimiento y alcanzan un 18% en estrés osmotico.

Con el objetivo de caracterizar la estructura y dinamica de la membrana, se utilizaron
diferentes técnicas espectroscopicas. Se determiné que en respuesta al estrés osmoético se
produce un aumento en el empaquetamiento de los lipidos de las membranas, hecho que fue
evidenciado por medio de las tres sondas fluorescentes utilizadas. No obstante, esta variacion
no se observo en los liposomas preparados con los lipidos extraidos a partir de las células,
indicando que el aumento en el empaquetamiento de los lipidos depende de la presencia de
las proteinas de membrana. En este trabajo también se determiné que en las membranas de B.
subtilis otras propiedades fisicas de 1a membrana, como la hidratacion de la interfaz, cambia
en funcion de la osmolaridad del medio exterior.

Ademas, se construyeron diversas cepas mutantes para la biosintesis de fosfolipidos.
Los resultados obtenidos demostraron la importancia de los lipidos anionicos (cardiolipina y
fosfatidilglicerol especificamente) en la adaptacion al estrés osmético en esta especie.
Nuestros resultados indican que la interrupcion del gen ¢/s2 provoca una deficiencia total en
la sintesis de cardiolipina, sugieriendo que el producto del gen c/s2 es la principal
cardiolipina sintasa en esta especie.

En esta tesis se demostro por primera vez los cambios biofisicos y bioquimicos que se
producen en la membrana de B. subtilis en respuesta al estrés osmoético. Estos cambios serian
indispensables para contrarrestar el desbalance osmotico presente entre las células y el medio
externo.

Palabras clave: Bacillus subtilis, estrés osmotico, lipidos anidnicos, microviscosidad
de la membrana, cardiolipina.



Abstract

ABSTRACT.

Bacterial response to osmotic stress is of current and increasing interest due to the
important aspects of its applications. Most of the studies on prokaryotes have centered on
genetic regulation and physiological aspects of their adaptation to high osmolarity. The
behavior of the envelopes has been practically unexplored; nevertheless, several evidences
suggest that the cell envelope composition plays an important role during the osmosensing
mechanism. The aim of the present work was to study the effect of osmotic stress on the
biochemical and biophysical parameters of structure and composition of the Bacillus
subtilis YB886 membrane using different approaches such as biochemistry, fluorescence
spectroscopy and molecular biology.

In this thesis we demonstrated that there are important variations in membrane polar
lipid composition and fatty acids (FA) during osmoadaptation in B. subtilis. Among the
major phospholipids present in the B. subtilis membrane, a decrease in
phosphatidylglycerol content from 40 to 31%, and an increase in cardiolipin content from
24 to 46% were observed when the bacteria were grown in hypsaline medium. In addition
to the variations observed at the polar group level, the FA composition, in particular,
showed a significant change between different growth conditions. Bacterial growth in
hypertonic medium resulted in a remarkable decrease in the branched-chain saturated FA
content, and an increase in straight-chain saturated FA. There was also a significant
increase of unsaturated FA, which represented 6% in normal conditions and reached 18%
during osmotic stress.

In order to characterize membrane structure and dynamics, different spectroscopic
techniques were used. Bacteria growth in hyperosmotic media evoked an increase in the
lipid packing in isolated whole membranes, fact that was evidenced by the three
fluorescent probes used. However, this effect was not observed in liposomes prepared
with the extracted bacterial lipids indicating that it was strongly dependent on the
presence of membrane proteins. In this work we also indicate that in B. subtilis
membranes, other physical properties as interface hydration change as a function of the
external medium osmolarity.

In addition, several mutants for phospholipids biosynthesis were constructed. We
demonstrated the importance of anionic lipids (cardiolipin and phosphatidylglyerol
specifically) for the adaptation of this specie to osmotic stress. Our results indicated that
the interruption in gene c/s2 resulted in a complete deficiency in cardiolipin synthesis,
suggesting that B. subtilis cls2 gene product to be the major cardiolipin synthase.

In our knowledge this is the first report about the biophysical and biochemical
adaptation of the B. subtilis membranes to osmotic stress. These changes would be
indispensable to counteract the osmotic imbalance between the cells and the external
medium.

Keywords: Bacillus subtilis, osmotic stress, anionic lipids, membrane
microviscosity, cardiolipin.
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s.--‘

Introduccién general.

INTRODUCCION GENERAL:

A.-_Estrés Osmotico y Osmorregulacion:

A.1.- Conceptos penerales:

Los microorganismos habitan ambientes naturales y artificiales que poseen propiedades
fisico-quimicas fluctuantes, incluyendo a la osmolaridad, la salinidad, la temperatura y el pH.
En cuanto a la osmolaridad externa, los microorganismos deben mantener la hidratacion
citoplasmatica que requiere el crecimiento y la supervivencia a pesar de las variaciones
externas en la actividad de agua (a,). Por ejemplo, las bacterias del suelo son capaces de
sobrevivir durante largos periodos de tiempo a la desecacion, los patogenos de las vias
urinarias toleran concentraciones y diluciones extremas del medio circundante, y los
organismos utilizados en la industria toleran soluciones de nutrientes altamente concentradas
asi como la acumulacion de productos metabolicos.

Las bacterias son capaces de responder tanto de una manera pasiva como activa a los
cambios en la osmolaridad de su entorno. En la tabla 1 se detalla un resumen acerca de como
ocurre este fenomeno en Escherichia coli, donde ha sido estudiado (Wood, 1999).

Se pueden considerar tres fases distintas como respuesta de las bacterias a un aumento
en la osmolaridad extracelular: deshidratacion (fase I), ajustes en la composicion del
citoplasma y rehidratacion (fase II) y remodelado celular (fase III).

Las respuestas debidas a una disminucion en la osmolaridad externa no han sido
estudiadas en profundidad, pero al parecer también podrian dividirse en tres fases: ingreso de
agua (fase I), exclusion del agua y cosolventes (fase 1I) y reacumulacion de cosolventes
citoplasmaticos con la concomitante remodelacion celular (fase I11).

Muchas de estas respuestas celulares que se disparan como consecuencia del estimulo
osmotico (ya sea hiper o hipoosmotico) pueden ocurrir en forma paralela.

La membrana citoplasmatica es altamente permeable al agua por lo tanto los
desbalances impuestos entre la presion de turgencia (ver apéndice) y el gradiente osmético a
través de la pared celular son de corta duracion. Los cambios producidos en la estructura,
organizacion y composicion celular que se producen debido a un flujo neto de agua a través
de la membrana (columna de la izquierda) son modulados por cambios fisiologicos en la

célula (columna de la derecha).




TABLA 1.

Estrés hiperosmotico:

Fase Cambio estructural Duracién aprox. Cambio Fisiologico.
I - Deshidratacion celular. 1-2 min. -Interrupcién de la mayoria de los
- Reduccién del citoplasma por transportes y de Ia respiracion.
disminucion en el a,. - ApH transientemente aumentado.
- Aumento de la concentracién - Niveles de ATP aumentados en forma
macromolecular del citoplasma. transiente.
- Alteraciones en la pared y membrana.
1| - Reemplazo de los contraiones de los | 20-60 min. - Exclusion de putrescina.
4cidos nucleicos. - Acumulacion de solutos compatibles.
- Comienzo de la hidratacion celular. - Reduccion de la respiracion. (reducciérT
en la tasa).
- Restauracion del Apy*.
- Restauracion de niveles de ATP.
m - Remodelado de la pared celular y 1 hora o mas. - Expresion de los genes de
nucleoide. osmorespuesta (ej. proA, proU).

- Reanudacion de la sintesis de DNA y
proteinas.

- Reanudacion del crecimiento y
division celular.

- Establecimiento del ciclo de ingreso y

egereso de solutos osmocompatibles.

Estrés hipoosmético:

Fase Cambio estructural Duracién aprox. Cambio Fisiolégico
I - Hidratacién celular. <1 min. -Apertura de canales.
- Aumento del volumen citoplasmatico
por a,, elevado.
- Disminucién de la concentracion
macromolecular del citoplasma.
-Alteraciones en la pared y membrana.
1§ - Reduccién del tamaiio celular. 1-2 min. - Colapso del Apy?
- Aumento de la concentracion del - Exclusién de agua y cosolventes. (ver
citoplasma. apéndice).
m - Desconocido 10-20 min. - Cierre de canales.

- Restauracion del Apy".

- Reacumulacion de cosolventes.
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A.2.- Respuesta a estrés hiperosmotico:

Un microorganismo responde a una nueva situacion fisiologica esencialmente en dos
etapas:

- la primera etapa (Fases I y II) ocurre cuando el microorganismo, del cual se espera su
desarrollo, es transferido a un nuevo ambiente. Los cambios que ocurren en esta etapa estan
asociados con ajustes termodinamicos a las nuevas condiciones y son comparativamente
rapidos (salida y entrada de agua). Cuando la variacion en el medio circundante involucra
cambios en la actividad del agua, los ajustes termodinamicos involucran un estrés osmético
transiente. Este proceso de ajuste puede ser modificado por el microorganismo si este posee
una fuente de energia apropiada.

- la segunda etapa de adaptacion (Fase III) ocurre cuando los microorganismos han
realizado los ajustes termodinamicos y entonces pueden crecer. Esta etapa involucra
alteraciones en el metabolismo del microorganismo, cambios en la actividad y regulacion
enzimatica y posibles cambios en las envolturas. Estos procesos son mas complejos y mas

lentos que aquellos que ocurren en la primera etapa.

A3.- Acumulacion de osmoprotectores:

La modulacion de la composicion del citoplasma (en lo que respecta a cosolventes)
debido al estrés osmotico es la unica respuesta que revierte el efecto inhibitorio del
crecimiento bacteriano. Los principios que gobiernan a este proceso y que ocurre en distintos
géneros bacterianos (tanto en Gram positivos como en Gram negativos) son los siguientes:

i) Aumento en la concentracion de determinados solutos citoplasmaticos.

ii) Existencia de una jerarquia en la preferencia de acumulacion de los solutos en

respuesta al estrés hiperosmético. En particular, los cosolventes organicos de

naturaleza zwitterionica como la ectoina y glicin-betaina son seleccionados por su rol
como osmoprotectores por sobre solutos inorganicos como el K. En la tabla 2 se
muestran algunos de los solutos que son acumulados por diversos organismos en
respuesta al estrés osmotico.

iii) Osmoregulacion del ingreso, eflujo, biosintesis y/o catabolismo, requerida para la
modulacion de la concentracion de estos solutos en el citoplasma.

Las enzimas y los genes responsables de la modulacion de los niveles de
osmoprotectores han sido identificados en diversos géneros bacterianos. No obstante, se

conoce muy poco acerca del mecanismo por el cual las bacterias son capaces de sensar los
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cambios osmdticos (0 mecanismos osmosensoriales) y acerca de la seleccion de solutos

osmoprotectores (Riibenhagen ef al., 2000, van der Heide & Poolman, 2000).

TABLA 2.

Osmoprotectores descriptos (Yancey et al, 1982, Csonka, 1989, Csonka & Hanson,

1991, Kempf & Bremer, 1998).

Soluto Organismo Modo de Acumulacion
Iones Inorganicos:
Potasio. E. coli transporte.
B. subtilis transporte.
S. aureus transporte.
L. plantarum transporte.
Aminodcidos:
Prolina. S. faecalis sintesis.
B. subtilis sintesis y transporte.
L. plantarum transporte.
S. aureus sintesis.
Glutamina E. coli transporte y sintesis.
S. oraniemburg transporte y sintesis.
Azicares:
Trealosa E. coli sintesis.
Rhizobium sp. sintesis.
M. xantus sintesis.
Ac. y-amino butirico. K. pneumoniae transporte.
Aminodcidos N-Metil sustituidos
Glicin-betaina L. plantarum transporte.
V. costicola transporte.
A. brasiliense transporte.

R. sphaeriodes

transporte y sintesis.

Taurinbetaina K. pneumoniae transporte.

Alcoholes Polihidricos — Polioles

Glicerol Dunaniella spp. sintesis.
Ch. pyrenoidosa sintesis.

Glucosilglicerol Synechococcus sp. sintesis.

A.4.- Mecanismos de osmosensado:

Los quimiosensores son capaces de detectar los cambios en el ambiente extracelular

gracias a la especificidad ligando-receptor. Entre estos cambios podemos mencionar tanto los
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cambios en la concentracion de nutrientes como las sefiales de origen bioldgico. Sin
embargo, un osmosensor es capaz de detectar los cambios extracelulares en la actividad del
agua (ay) por medio de un osmosensado directo, o los cambios en la estructura celular por
medio de lo que se denomina osmosensado indirecto. En contraste con los mecanismos
quimiosensoriales, los osmosensoriales no estan basados en la estereo especificidad de las
interacciones ligando-receptor que ocurren sobre sitios especificos en las moléculas del
receptor. Los osmosensores serian macromoléculas capaces de sufrir cambios
conformacionales y/u oligomerizacion en respuesta a cambios en la composicion del solvente
extracelular o debido a un estimulo mecanico. Con los conocimientos actuales acerca de este
tema, se sugiere que los osmosensores se encontrarian localizados en la membrana
citoplasmatica y en el nucleoide bacteriano (Chang ef al, 1998).

La activacion osmotica de las proteinas de membrana podria ser llevada a cabo por
medio de distintas vias: i) por los cambios en la presion de turgencia, ii) por deformacion
mecanica de la membrana, iii) por un estimulo mecanico originado en el exo o citoesqueleto
de la célula, iv) por cambios en el estado de hidratacion de las proteinas, v) por alteraciones
en las propiedades fisico-quimicas de las membranas (como por ejemplo la interaccion
lipido-proteina), vi) por variaciones en la concentracion del citoplasma y vii) por interaccion

directa de moléculas especificas con ciertas proteinas (Poolman ez a/, 2002).

A.4.1- Tureencia celular:

Los cambios ocurridos en la osmolaridad externa son capaces de disparar cambios en la
estructura de la célula y/o en el flujo de agua a través de la superficie celular. La presion de
turgencia (ver apéndice) es la diferencia en la presion hidrostatica que balancea la diferencia
de la concentracion de osmolitos entre el exterior y el interior celular. En el caso de las
células, las cuales pueden ser tratadas como si tuviesen dos compartimientos, se puede

expresar a la presion de turgencia como:
AP = P; — P, =TIli — I, = RT (Osm; — Osm) (1)

donde P es la presion hidrostatica, R la constante de los gases, T la temperatura
absoluta, IT la presion osmética y Osm la osmolalidad (i del interior, e del exterior de la
célula).

Los cambios impuestos sobre la presion de turgencia, dan lugar a un AP causando que

el solvente fluya a través de la superficie celular de manera tal de reestablecer el equilibrio
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descripto en la ecuacion 1. Sobre la base de las mediciones realizadas acerca de la
permeabilidad del agua a través de liposomas y de vesiculas de membrana, se esperaria que
el equilibrio se reestablezca segundos después de ocurrido el cambio osmotico. En el caso en
el que el AP sea negativo la célula se plasmolisa.

Para un determinado organismo, por ejemplo E. coli, la variacion de la presion de
turgencia se modifica en respuesta a los cambios en la osmolalidad externa y puede disminuir
desde 3 a 0.5 atm cuando la osmolalidad del medio de cultivo aumenta de 0.03 a 0.8 osm/kg.
Si bien, una presion de turgencia de 0.5 atm es suficiente para permitir el crecimiento de E.
coli, es probable que en el caso de bacterias Gram positivas este limite sea inferior, ya que las
mismas poseen una pared celular de mayor grosor (Poolman et al., 2002).

La presion de turgencia, al estar modulada por la interaccion entre la pared celular y la
membrana citoplasmatica, estaria ejerciendo un estrés sobre la superficie celular. En el caso
de una célula esférica de superficie delgada a la cual se le impone un cambio en la
osmolaridad externa, la relacion entre la presion de turgencia y el estrés impuesto (S), se

establece la siguiente relacion:

S=AP (r/2h) 2

donde r es el radio celular y 4 es el grosor de la capa superficial.

La envoltura celular de la mayoria de las bacterias es gruesa en relacion a su radio de
curvatura, no obstante, en el caso de células no esféricas (como Bacillus subtilis), el estrés
impuesto sobre la superficie celular es mas complejo y mas dificil de ser comprendido con un
simple modelo esférico.

En teoria, los osmosensores deberian ser capaces de detectar estos cambios producidos
en la presion de turgencia. Este tipo de modelo ha sido propuesto para la quinasa de
membrana KdpD, la cual es un componente de la transduccion de sefiales que regula
osmoticamente la expresion del operon kdpFABC de E. coli involucrado en el transporte de
K" (Laimins et al., 1981). En este modelo se asume que la turgencia se mantiene a través de
la membrana citoplasmatica. No obstante, existen evidencias que en las bacterias Gram
negativas el citoplasma y el periplasma son isotonicos y, por lo tanto, la turgencia es
mantenida principalmente a través del complejo membrana-pared celular y no solamente por
medio de la membrana citoplasmatica (Cayley ez al, 2000).

Si esto es asi, la turgencia probablemente no seria la sefial regulatoria primaria para los

transportadores o para la transduccion de sefiales de los componentes presentes en la
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membrana citoplasmatica. Finalmente, puesto que las vesiculas de membrana y los sistemas
de liposomas pueden resistir solamente bajas presiones en comparacion con las células que
contienen peptidoglicano, la incorporacion funcional de proteinas sensoras en estos sistemas
artificiales que responden a bajas turgencias deberia presentar una actividad constitutiva.
(Poolman et al., 2002). Sin embargo, distintas clases de sistemas osmorregulados, incluyendo
al transportador OpuA de Lactococcus lactis (Van der Heide & Poolman, 2000), al
transportador BetP de Corynebacterium glutamicum (Rubenhagen et al., 2000), ProP de E.
coli (Racher ef al., 1999) y las quinasas KdpD y EnvZ de E.coli (Jung et al., 2000, 2001),
muestran una regulacion funcional normal cuando se encuentran en las vesiculas de
membrana o cuando son incorporados en proteoliposomas, sugiriendo que la turgencia no es
el estimulo principal. En conjunto, estos resultados sugieren que seria improbable que
cualquier molécula osmosensora de la membrana citoplasmatica bacteriana responda

directamente a cambios en la turgencia celular.

A.4.2.- Propiedades mecanicas de las envolturas celulares:

Las propiedades mecanicas de las superficies celulares, asi como las de las membranas
fosfolipidicas, podrian ser descriptas en principio en términos de su viscosidad y de su
elasticidad (es decir la capacidad de deformarse de manera reversible). Por ejemplo, ha sido
descripto que las paredes bacterianas son mas rigidas, pero mas elasticas que las membranas
citoplasmaticas (Thwaites & Mendelson, 1991).

Asimismo, dichos autores postulan que las células que poseen superficies celulares de
mayor tamafio experimentan un mayor estrés debido al cambio en la presion de turgencia que
aquellas que poseen menor extension superficial. Sin embargo aquellas que poseen una
superficie celular de mayor grosor se contraeran y expandiran menos que aquellas que
poseen superficies mas delgadas.

En las bacterias Gram positivas a pared celular constituye la capa mas externa y es
dinamicamente variable y flexible. Ademas, ésta se encuentra intimamente relacionada con la
morfogénesis, la division celular, la segregacion del genoma, la interaccion entre la célula y
el medio circundante y el movimiento de solutos hacia fuera y hacia adentro de la célula.
Debido a sus propiedades fisico-quimicas, en particular a su limitada porosidad y a su alta
concentracion de grupos cargados, la pared puede bloquear el movimiento de solutos entre la
membrana citoplasmatica y el medio. Asi como la pared celular es una estructura “rigida
pero flexible” que da lugar al tamafio y forma de la célula, la membrana citoplasmatica o

protoplasmatica actuaria como la estructura osmoticamente activa.
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A.4.3- Propiedades fisico-quimicas de las membranas:

Son pocos los estudios realizados acerca del rol de la membrana en el mecanismo de
activacion de los transportadores de solutos osmoprotectores. Los unicos reportes publicados
son los de OpuA de L. lactis (Van der Heide & Poolman, 2000; Van der Heide et al., 2001),
y del transportador BetP de C. glutamicum (Riibenhagen et al., 2000). Para definir el
mecanismo de osmosensado, las distintas proteinas fueron incorporadas en liposomas con
diferente composicion lipidica. De esta manera se variaron las propiedades fisico-quimicas
de las membranas como la fluidez, ancho de la bicapa, carga de la cabeza polar, polaridad de
la interfaz y/o la presion lateral. A partir de estos cambios se observo que la actividad optima
de OpuA y BetP se detecta en presencia de lipidos anidnicos compuestos principalmente de
acidos grasos de 16 y 18 atomos de carbono. En estos trabajos, se demostro que la fraccion
anionica de los lipidos es de gran importancia para la activacion osmotica de OpuA, mientras
que la variacion en la longitud de las cadenas parafinicas, la posicion y la configuracion del
doble enlace presenta efectos menores. Por lo tanto, el ancho de la bicapa, aparentemente no
seria de gran importancia para la regulacion de la actividad de OpuA (Van der Heide ef al.,
2001).

Se ha descripto que la presion local de la membrana medida a distintas profundidades
de la misma no es uniforme, denominandose a este fenomeno perfil de presion lateral.
Calculos termodinamicos realizados estadisticamente sobre el equilibrio de perfiles de
presion lateral en la membrana, predicen una redistribucion de dicha presion cuando varian
la longitud de las cadenas parafinicas, el grado, la posicion y la configuracion de la
insaturacion y la repulsion de los grupos polares (Cantor, 1999). Estos cambios en el perfil
lateral influyen sobre la conformacion y la actividad de las proteinas. Sin embargo, en los
estudios mencionados acerca de la activacion osmotica del transportador OpuA de L. lactis
demostraron que es improbable que el estrés osmotico sea detectado debido a una
perturbacion en el perfil de presion lateral (van der Heide e al., 2001). En contraste con
estos resultados, la apertura de los canales mecanosensoriales (MscL) de E. coli se
encontraria relacionada directamente con la variacion que se produce en dicho perfil en
respuesta al estrés osmotico. Aunque es altamente probable que este estimulo sea la clave
que induce la activacion de estos canales, serian necesarios otro tipo de estudios para |

comprobar esta teoria (Poolman ez al., 2002).
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A.4.4- Serial osmotica:

Los resultados obtenidos hasta el presente acerca del mecanismo de osmosensado de
las proteinas de membrana OpuA y BetP y de las quinasas KdpD y EnvZ indicarian que la
primera sefial que se produce en respuesta al estrés osmotico es el aumento en la
concentracion ionica de osmolitos intracelulares. Esta sefial, no seria detectada directamente
por las proteinas debido a cambios en la superficie de hidratacion de la misma o por medio
de uniones especificas de determinados iones, sino que serian las membranas, en las cuales
se encuentran dichas proteinas, las que estarian actuando como mediador. Es probable que
los cambios producidos en las concentraciones de iones intracelulares alteren a las
interacciones especificas entre los lipidos cargados y las proteinas afectando
consecuentemente su actividad (Poolman ef al., 2002).

Cuando se produce un aumento en la osmolalidad del medio exterior, el cambio inicial
producido sobre la actividad de agua (a.) del citoplasma depende de la elasticidad de la pared
celular. Consecuentemente, cuando la turgencia es mayor que cero, el volumen
citoplasmatico disminuye como consecuencia del aumento en la osmolalidad externa y, por
consiguiente, aumenta la concentracion de iones (osmolitos) en el citoplasma. El aumento de
esta concentracion ionica presenta un umbral maximo, a partir del cual se producen
interferencias en el funcionamiento de las macromoléculas y por lo tanto los
microorganismos reemplazan a estos iones por osmolitos de naturaleza neutra como se ha
mencionado previamente. Aparentemente, este aumento en la concentracion de electrolitos
en respuesta al cambio en la osmolalidad externa representaria una excelente sefial osmotica
para la activacion del transporte de los solutos osmoreguladores.

En consecuencia, si OpuA es capaz de detectar los cambios en la osmolalidad externa
por medio del aumento de la concentracion ionica del citoplasma, los cambios en las
interacciones electrostaticas sobre un limitado nimero de moléculas lipidicas y de residuos
cargados de la proteina a nivel de la interfaz hidrofilica-hidrofobica serian suficientes para la
(in) activacion del transportador (Poolman ef al., 2002). La construccion o aislamiento de
mutantes del sistema de osmorregulacion y/o la identificacion de las regiones de la proteina
que interaccionan especificamente con los lipidos anidnicos serian necesarios para elucidar la
base estructural del osmosensado.

En conclusion, si bien los transportadores de solutos osmocompatibles (como OpuA y
BetP) y las quinasas sensoras (como KdpD) aparentemente responden a los cambios que se
producen en la concentracion citoplasmatica de osmolitos ionicos, los canales

mecanosensoriales estarian detectando la tension producida en la membrana. La transduccion
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de la sefial osmotica desde las membranas hacia las proteinas se generaria a través de las
alteraciones en la composicion lipidica producidas durante el proceso de osmoadaptacion.
Esta potencial regulacion por medio de los lipidos ha sido confirmada en los estudios
obtenidos in vitro en proteoliposomas conteniendo al transportador OpuA, donde se observo
que la activacion del transportador en funcion de un gradiente osmético a través de la
membrana, puede ser alterada por el aumento en la proporcion de lipidos anionicos (van der
Heide et al., 2001).

A.5.- La membrana citoplasmdtica como blanco del estrés osmotico:

Diversas caracteristicas tales como la carga neta, la capacidad de formar puentes
hidrogeno, la hidratacion de las cabezas polares de los fosfolipidos, el largo y el grado de
insaturacion de las cadenas parafinicas y la estructura que adopta cada fosfolipido,
contribuyen a la interaccion de los mismos con el solvente que los rodea y esto determina la
estructura de fase de cada dispersion lipidica (Dowhan, 1997). Cada fosfolipido (y por
supuesto cada mezcla de fosfolipidos) posee una predisposicion particular de formar fases
del tipo lamelar (L), que es caracteristica de las membranas biologicas. También existen
otros tipos de fases que incluyen principalmente a las hexagonales (Hy) o a las fases cubicas.

La transicion de fases, como por ejemplo de fase lamelar tipo gel (Lg) a fase lamelar
tipo liquido cristalina (L) y de las fases lamelares a las fases hexagonales y viceversa, han
sido ampliamente estudiadas y caracterizadas en base a las temperaturas de transicion y a las
concentraciones lipidicas. Por otra parte, el comportamiento de las fases fosfolipidicas
también se encuentra influenciada por la presencia de compuestos amfifilicos que se
intercalan entre los fosfolipidos (como alcoholes, acidos grasos, detergentes, anestésicos y
péptidos) y por las propiedades del solvente (pH, fuerza ionica, y composicion).

Si bien se han postulado ciertos roles fisiologicos a las fases no lamelares, la mayoria
de las membranas bajo diversas circunstancias se encuentran en una fase lamelar liquido
cristalina. No obstante, ciertos fosfolipidos aislados que se encuentran en las biomembranas
naturales, poseen una baja predisposicion a formar fases lamelares como por ejemplo el
monoglucosildiacilglicerol de cloroplastos (Rivas & Luzzati, 1969) y de Acholeplasma
laidlawii o la fosfatidiletanolamina de Clostridium butyricum y E. coli (Lindblom & Rilfors,
1992).

Una bicapa fosfolipidica planar representa un balance entre la tendencia intrinseca de
cada monocapa a ser curvada (o curvatura intrinseca) y el requerimiento que poseen las

cadenas parafinicas de cada monocapa en su relacion al contacto con el solvente (o efecto
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hidrofébico). En una bicapa lipidica, en la cual existe una “frustracion” en la curvatura
intrinseca se crea una presion lateral dentro de la misma (Marsch, 1996). Tanto las
interacciones del tipo electrostatica como las de van der Waals, los factores estéricos y la
hidratacion de la cabeza polar, contribuyen a la presion lateral dentro de la bicapa. Se cree
que la tension intrinseca de la curvatura, y por lo tanto la presion lateral de la membrana,
tendria un significado fisiologico sobre las proteinas asociadas o embebidas en la fase
lamelar lipidica.

Por otra parte, la deshidratacion de la membrana debida a una exposicion de la misma a
cosolventes que no pueden penetrarla influye en su estado fisico, alterando la estructura
lipidica y por consiguiente alterando la curvatura de la bicapa. Se especula que los
compuestos denominados kosmotropos (ver apéndice) y las moléculas que se encuentran
estéricamente excluidas de las bicapas, son capaces de aumentar la presion lateral de la
membrana. Por lo tanto, un osmosensor deberia de alguna manera estar disefiado para
sefializar dicha alteracion.

Hamill y Martinac (2001) han descripto que las membranas sometidas a una
deformacion elastica impuesta por cambios en la osmolaridad externa, son capaces de resistir
a una fuerza de comprension en area al menos diez veces superior que a una de volumen bajo
las condiciones fisiologicas estudiadas. Como resultado de ello, un aumento en la
osmolaridad externa haria disminuir el area de la membrana con el concomitante aumento del

grosor de la misma.

B.- Bacillus subtilis:

B.1.- Caracteristicas generales del género Bacillus:

Las bacterias del género Bacillus son bacilos Gram positivos, aerobicos y formadores
de esporas. Existen mas de cincuenta especies descriptas sobre la base de una variedad de
criterios taxonémicos tales como: metabolismo de carbohidratos, composicion de la pared
celular, contenido en acidos grasos y contenido en G+C del ADN. En ba se a ellos se
comprobd que Bacillus es uno de los géneros mas heterogéneos. Bacillus subtilis pertenece al
grupo II del género Bacillus con un 43% de contenido en G+C en el ADN (bajo contenido
enG+C). Las especies pertenecientes al Grupo II del género Bacillus en el cual esta incluida
B. subtilis se encuentran cominmente en suelos, particularmente en aquellos con bajas

concentraciones de nutrientes (Priest, 1993).
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B.2.- Esporulacion:
Los eventos que ocurren durante la esporulacion han sido divididos en seis estadios

morfologicos definidos por microscopia electronica y asociados a cambios en propiedades
fisiologicas y bioquimicas (Errington, 1993).

Dichos cambios se desarrollan en distintos estadios que transcurren en un periodo de
aproximadamente 8 horas (designados to-tg). El inicio de la esporulacion esta determinado
por una disminucion en la concentracion de nutrientes (carbono, nitrogeno y fosforo), un
aumento en la densidad celular y una disminucion en la concentracion intracelular de
guanidina trifosfato (GTP). Luego de la iniciacion del proceso o estadio 0, el primer cambio
morfologico observado denominado estadio II es el de una division celular especializada. En
dicha division el septo producido se desarrolla en uno de los polos celulares dando lugar a
una septacion asimétrica. Durante los sucesivos estadios se produce el englobamiento de la
preespora o estadio Il y la formacion del cortex de la espora durante el estadio IV. Dicho
cortex esta constituido por peptidoglicano que posee un menor grado de entrecruzamiento
que el presente en la célula vegetativa. Por ultimo, se forman las cubiertas (o coat) de la
espora de naturaleza proteica con la subsecuente maduracion de la misma (estadios V-VI).
Debajo del cortex se encuentra la pared bacteriana y la membrana citoplasmatica. La espora
contiene una copia completa del genoma de la célula que la genera, pero se diferencia de ésta
en el tamafio, la forma, los constituyentes bioquimicos y la actividad metabdlica.

Los cambios bioquimicos y morfologicos, citados brevemente, son determinados a
nivel genético por una sucesiva activacion de genes involucrados en el fenomeno de la
esporulacion que han sido estudiados en diversos laboratorios (Errington, 1993, Kroos et al.,
1999). Durante este proceso se observa una sintesis y activacion de diferentes factores
sigmas que ha sido comparado a un proceso de diferenciacion celular. Algunos factores son
solo activos en la célula madre y otros s6lo son activos en la preespora. Esto implica que los
factores sigmas (y los genes por ellos transcriptos) se activan diferencialmente en el espacio
y en el tiempo (Kroos ef al., 1999).

Las esporas son células diferenciadas altamente resistentes a diversos agentes quimicos
(solventes, acidos, desinfectantes, etc.), fisicos (como por ejemplo la luz ultravioleta y otro
tipo de radiaciones, desecacion, calor) y enzimaticos (lisozima, mutanolisina). Ademas, la
caracteristica de permanecer en este estado de latencia durante largos periodos de tiempo
hasta que las condiciones del medio circundante sean las 6ptimas para el crecimiento, hace

que este mecanismo sea de suma importancia en la supervivencia del microorganismo. El

12




Introduccion general.

éxito de perpetuarse dependera de un eficiente mecanismo de germinacion de la espora (Moir

& Smith, 1990).

B.3.- Estrés en B. subtilis:

B.3.1.- Respuesta general al estrés en B. subtilis:

Desde hace mas de 15 afios se comenzaron diversos estudios con el objetivo de analizar
la respuesta de B. subtilis al estrés y al hambreado debido a condiciones desfavorables, ya
que las mismas son similares a las condiciones en las que se encuentran los microorganismos
en los ecosistemas naturales y por lo tanto su adaptacion es indispensable para la
supervivencia.

Los primeros estudios se realizaron mediante el uso de electroforesis en geles
bidimensionales para visualizar cambios globales en la expresion genética (Hecker & Volker,
1990). Estos estudios revelaron que existen numerosas proteinas que son inducidas por
distintos tipos de estrés como el calor, la salinidad, la presencia de etanol, el pH y el
hambreado de glucosa, de oxigeno y de los fosfatos del medio de cultivo. Este perfil de
induccion tan complejo sugiere que algunas de estas proteinas podrian tener una funcion
protectiva, no del todo especifica, pero fundamental en respuesta al estrés
independientemente del estimulo. De alli que dichas proteinas sean denominadas proteinas
no especificas o generales de estrés (Hecker & Volker, 1998).

Posteriormente se demostrd que la induccion de estas proteinas debido al estrés era
mediada por el factor de transcripcion alternativo sigma B (¢”), también denominado factor
sigma general de estrés en bacterias Gram positivas. Fueron W. G. Haldenwang y R. Losick
los descubridores de ” en la década del 80. No obstante, su funcion fue desconocida hasta
hace 10 afios atras. A principios de la década del 90 los laboratorios de W. G. Haldenwang y
C. W. Price, de manera independiente, descubrieron que el operon sigB se inducia por el
mismo estimulo que las proteinas generales de estrés (calor, salinidad, etanol o la entrada a la
fase estacionaria de crecimiento), y que su induccion era llevada a cabo por el mismo factor
o” (Benson & Haldenwang, 1993; Boylan ef al 1993).

Hasta el presente han sido identificadas numerosas proteinas generales de estrés por
medio de distintas técnicas como la secuenciacion N-terminal, espectrometria de masa,
mutagénesis por transposicion y microarrays, entre otras. Estos estudios han dado lugar a la
identificacion de 125 genes que son dependientes del factor de transcripcion ¢” (Petersohn et
al, 2001, Price et al., 2001). En estos estudios se observa que existe un gran nimero de

proteinas (al menos 23) que poseen segmentos de transmembrana. Algunas de ellas, estan
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involucradas en el transporte de solutos compatibles o en la compensacion de la osmolaridad

impuesta por el estrés salino sobre la membrana y la pared celular .

B.3.2.- Estrés osmotico en B. subtilis:

Al igual que otros microorganismos, B. subtilis es capaz de sobrellevar los cambios
producidos en la osmolaridad del entorno celular por medio de cambios en el contenido de
solutos presentes en su citoplasma. Es capaz de acumular una diversa gama de solutos
compatibles entre los que se encuentran iones y osmolitos de naturaleza organica. Se ha
estimado que la presion de turgencia en Bacillus subtilis es de 19 atm., la cual es
aproximadamente diez veces mayor a la descripta en otros organismos como £ coli (Wood et
al.,2001).

Un aumento en la osmolaridad externa de 0.4M NaCl provoca instantaneamente un
flujo de potasio hacia el interior celular, incrementandose la concentracion del mismo desde
niveles basales a aproximadamente 350-650mM (Whatmore ef al/, 1990). La incorporacion
de potasio al interior celular esta mediada por dos sistemas de transporte, uno de alta afinidad
(KtrAB) y otro de baja afinidad (KtrCD). A pesar de la importancia de este i6n en la
respuesta a corto plazo, altas concentraciones del mismo podrian interferir con las funciones
normales de las células. Por lo tanto, éstas acumulan grandes cantidades de una variedad de
compuestos organicos (los cuales no interfieren con la fisiologia normal del microorganismo)
reduciendo de esta manera la concentracion del i6n potasio dentro de la misma. Ademas se
ha descripto que los canales mecanosensoriales (McsL y S) actuan como valvulas de
salvataje para un rapido eflujo de osmolitos, cuando la turgencia aumenta por encima de un
valor umbral (Blount & Moe, 1999).

B. subtilis es capaz de sintetizar prolina como osmoprotector bajo condiciones de estrés
osmotico (Kempf & Bremer, 1998). La expresion de los genes que participan en esta sintesis
(proHJ) se incrementa luego del shock osmotico. Estos genes son ortélogos de los genes
proBI involucrados en la sintesis de prolina a partir del glutamato en condiciones normales
de crecimiento (Bremer, 2002). Cuando la prolina se encuentra presente en el medio puede
ser transportada por el transportador especifico OpuE (von Blohn ef al., 1997) Fig 2.

La glicin-betaina, uno de los osmoprotectores mas ampliamente utilizados por los
microorganismos en la naturaleza, también es utilizada por B. subtilis. Para sintetizar este
compuesto esta especie transporta colina desde el medio a través de dos transportadores
(OpuB y OpuC). Una vez en el interior celular dos enzimas codificadas por el operon ghsAB

sintetizan glicin-betaina a partir de colina (Boch et al., 1994, 1996, 1997) (Fig. 2).
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La gran variedad de habitats en los que se encuentra B. subtilis ofrece una amplia gama
de solutos compatibles que son producidos y liberados al ecosistema. Entre ellos se
encuentran los productos liberados por células sometidas a un estimulo externo, exudados de
raices y células muertas. B. sublilis es capaz de utilizar estos compuestos presentes en el
medio como osmoprotectores incorporandolos por medio de 5 sistemas de transporte (OpuA
a OpuE), la mayoria de los cuales poseen, simultaneamente, especificidad de sustrato y
mecanismos de energia acoplados (Bremer, 2002).

Los distintos compuestos osmocompatibles utilizados por esta bacteria, ademas de los

anteriormente mencionados, son: ectoina, prolina betaina, carnitina, homobetaina,
crotonobetaina, etc (Figura 1).
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Figura 1: Osmoprotectores utilizados por B. subtilis. (Bremer, 2002).
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Prolina bct'aina Ectoina Homobetaina
Homobetaina Crotonobetaina DMSP
DMSP Gama-butirobetaina DMSA
DMSA ; Camitina Arsenobetaina
Arsencbetaina Colina-O-sulfato Glicin-betaina
Glicin-betaina Colina Prolina betaina Colina
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Arsenobetaina
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Figura 2: Transporte y sintesis de compuestos osmocompatibles en B. subtilis. Ver el texto para

una descripcion de los distintos elementos.
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Sin embargo la respuesta de B. subtilis a la alta osmolaridad no esta restringida a la
acumulaciéon de solutos compatibles. Curiosamente cuando esta bacteria crece en alta
osmolaridad no esporula (Ruzal & Sanchez Rivas, 1994). La ausencia de dicho proceso
estaria dada por la inhibicién de la transcripcion o la activacion de alguno de los factores
sigmas involucrados en la misma (Ruzal et al., 1998).

Diversos genes son activados en condiciones de alta osmolaridad. Entre estos se
encuentran degUS que controlan la sintesis de exoenzimas en fase estacionaria (Kunst &
Rapaport, 1995; Ruzal & Sanchez Rivas, 1998) y ftsH que codifica para una proteasa de
membrana y cuya cepa mutante es incapaz de crecer en alta sal (Deuerling et al., 1997). Una
cepa con una inactivacion en el gen sigM, que codifica para el factor sigma M perteneciente a
los sigmas de funciones extracitoplasmaticas (ECF), es sensible a alta sal (Horsburgh &
Moir, 1999). Otro factor ECF, sigma W, estaria involucrado en la activacion de la sintesis de
proteinas durante el shock salino mas que en el shock osmético (Petersohn et al., 2001).

Ademas, como se menciond previamente, la sintesis de diversas proteinas implicadas
en la respuesta a estrés salino (y general) es dependiente de ®. Una mutante para dicha
proteina es sensible al shock osmoético. Sin embargo, una vez adaptada, puede crecer en un
medio con alta osmolaridad. Estos resultados estarian sugiriendo que las proteinas
sintetizadas son necesarias principalmente en esos primeros momentos luego del shock
(Bremer, 2002).

Como se ha detallado, se conocen distintos mecanismos involucrados en la
osmorrespuesta de B. subtilis, sin embargo, muy poco se conoce acerca del mecanismo de
osmosensado. Si bien se cree que dicho proceso seria llevado a cabo por la membrana
citoplasmatica o por diversos componentes de la misma y por la pared celular, no existen
evidencias al respecto en este microorganismo. Por este motivo en esta tesis el objetivo
principal es el de determinar los cambios producidos en las caracteristicas fisico-quimicas de

las membranas de B. subtilis en respuesta al estrés hipersalino.
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OBJETIVOS:

En B. subtilis se han realizado diversos estudios fisiologicos, genéticos y bioquimicos
de la osmorrespuesta. En particular, se han descripto los diversos mecanismos genéticos
involucrados en la osmorregulacion y en la sintesis y acumulacion de compuestos
osmoprotectores. Sin embargo, no se han realizados estudios acerca de la funcion que
desempenan las membranas en el fendmeno de adaptacion y osmosensado que se produce

frente al estrés osmotico. Por este motivo, los objetivos de este trabajo fueron:

# Caracterizar los cambios bioquimicos que se producen en las membranas de B.
subtilis en respuesta al aumento de la osmolaridad externa del medio de cultivo en
las distintas fases de crecimiento celular.

® Estudiar diversas caracteristicas fisico-quimicas de las membranas y de los
liposomas obtenidos de las células de B. subtilis crecidas bajo condiciones de
estres.

® Construir mutantes para la sintesis de fosfolipidos anionicos en esta especie y

evaluar su rol en la osmorrespuesta.
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L.-Cepas y plasmidos utilizados:

MATERIALES Y METODOS:

Para el estudio de la estructura, composicion y funcion de las envolturas celulares en la

adaptacion al estrés osmotico se utilizaron las cepas de B. subtilis indicadas en la Tabla 3.A.

Los distintos plasmidos utilizados estan indicados en la Tabla 3.B. El clonado de genes se

realizo en E. coli utilizando los plasmidos descriptos.

TABLA 3.A.
Cepas Genotipo Origen
Bacillus subtilis
YB886 trpC2 metB5 SPB (S) xin-1 Yasbin et al, 1980.
CL1 YB886, clsl -‘lacZ Este trabajo.
CL21 YB886, amy::(cls2 - ‘lacZ) Este trabajo.
CL2 YB886, cls2 - ‘lacZ Este trabajo.
PGS1 YB886, pgsA -‘lacZ Este trabajo.
SDB110 trpC pgsA - ‘lacZ Enviada por el Dr.
Matsumoto.
BFS219 trpC cls2’-‘lacZ Enviada por el Dr.
Stragier.

Escherichia coli

TG1 supk hsdAS thi A(-lac-proAB) F’ Stock del laboratorio.
(traD36 proAB" lacl? lacZAM15)
TABLA 3.B.
Plasmidos. Caracteristicas Origen.
relevantes.
pMutin4 Plasmido integrativo, Amp", Erm". Vagner et al.,1998
pGEM-T* Vector de clonado Promega
pEC20 pMutin4 con parte del gen c/s2, Enviado por el Dr.
Amp®, Erm® Stragier
pECé6 Plasmido integrativo Amp®, Cm®. Enviado por la Dra.
Martin-Verstraete.
pCL29 pMutin4 con parte del gen c/s/ Este trabajo.
amplificado con primers C1 y C2,
Amp®, Erm"®.
pCL31 pEC6 con parte del promotor y Este trabajo.

secuencia codificante del gen c/s2
amplificado con primers C5 y C6,
Amp®, Cm®.
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11.- Medios de cultivo y condiciones de crecimiento bacteriano:

i1.1.- Crecimiento bacteriano:

Los cultivos utilizados para la caracterizacion bioquimica de las membranas se
obtuvieron a partir de una dilucion 1/50 de un cultivo crecido durante toda la noche en el
medio correspondiente y suplementado con antibidtico segtn la cepa en estudio.

El crecimiento bacteriano de las distintas cepas se llevd a cabo en un bafio con
agitacion (200-250 rev/min) para permitir una adecuada aireacion, particularmente a altas
densidades (DO 400 >1.0). Una vez que los cultivos alcanzaron la densidad Optima de
crecimiento y el estadio fisiologico adecuado, los mismos fueron cosechados por
centrifugacion a 20.000 rpm durante 20 minutos a 4C°. El pellet celular obtenido fue luego
utilizado para las posteriores determinaciones. La densidad oOptica de todos los cultivos en
crecimiento fue determinada midiendo turbidez a 600nm.

Los medios de cultivo utilizados son el medio rico denominado LB (Luria-Bertani) y
el mismo medio conteniendo 1.5 M NaCl fue utilizado para determinar la osmorrespuesta.

Los cultivos en LB de las cepas YB886, 8E, CL2, CL21 se dejaron crecer durante 16
hs a 37C° con agitacion (fase estacionaria tardia). Cuando la cepa YB886 fue crecida en
condiciones hiperosmoticas se incubd durante 32 horas aproximadamente para que las
células llegaran al mismo estadio fisiologico que las cepas crecidas en condiciones
normales. En el caso de la cepa CL2 crecida en hiperosmolaridad, el tiempo de incubacion
fue mayor (48 horas aproximadamente).

En los cultivos de las cepas CL1, CL2, y PGSI se agregd al medio de cultivo
eritromicina 1pg/ml como agente de seleccion ya que las mismas poseen resistencia a dicho
antibiotico. En particular, en los cultivos de la cepa PGS1 se utiliz6 isopropiltiogalactosido
(IPTG) como inductor de la transcripcion del gen pgsA. Las distintas concentraciones de

[PTG utilizadas se describen en cada uno de los experimentos.

I1.2.- Toxicidad por deoxicolato de sodio:

Los ensayos de toxicidad por deoxicolato de sodio se realizaron a partir de una
diluciéon 1/30 de cultivos crecidos durante toda la noche en el medio LB a 37°C. Las
diluciones se realizaron en el medio LB fresco conteniendo distintas concentraciones de
deoxicolato de sodio. El efecto toxico del mismo fue analizado por el seguimiento de la
densidad optica celular (DO 600nm) alcanzada por los cultivos. Los datos fueron expresados
normalizando la DO utilizando los valores obtenidos por los cultivos crecidos en ausencia

del deoxicolato.
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11.3.- Ensayos de esporulacion:

Los ensayos de esporulacion se realizaron en medio Schaeffer. Se crecieron los
cultivos durante 48 horas con agitacion a 37C° y se confirmé la esporulacion por
observacion al microscopio optico. Los cultivos se calentaron durante 10 minutos a 80C°
para eliminar las células vegetativas. Finalizado el calentamiento, se realizaron varios
lavados en agua para eliminar los restos celulares. La ultima resuspension se realizé en agua
medio donde se conservaron las esporas a -20°C y a -70°C.

Para determinar el porcentaje de esporulacion se hicieron diluciones de los cultivos en
solucion fisiologica y luego se sembraron el placas para su posterior recuento en el medio
LB (A). Las mismas muestras se calentaron durante 10 minutos a 80°C y posteriormente se
sembraron en placas con en el mismo medio (B). El porcentaje de esporulacion fue
determinado utilizando la siguiente ecuacion:

% esporulacion= (B/A) x 100 (1)

Donde A representa a los recuentos antes de calentar la muestra y B a los recuentos

después de calentar la muestra.

11.4.- Medios de Cultivo:
LB: (medio Luria Bertani )

Triptona 20gr/litro
Extracto de levadura 10gr/litro
NaCl 10gr/litro

Cuando fue necesario se le agrego agar 1.5%.

Medio Schaeffer (medio de esporulacion)

Caldo nutritivo 8gr/litro
MgS04-7H,0 1M Iml/litro
KCI1 10 % 10ml/litro
MnCl, 10mM Iml/litro
CaCl,; 0.5M 1 ml/litro
FeSO4 ImM Iml/litro

Cuando fue necesario se le agreg6 agar 1.5%.
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GCHE

Buffer fosfato de potasio (pH 7) 100mM.
Citrato trisodico 3mM.
MgS0,-7H,0 3mM.
Citrato férrico de amonio 22mg/l
Casaminoacidos 0.1%
Glutamato de potasio (pH 7) 0.2%
Glucosa 1%

Requerimiento de aminoacidos por auxotrofias.

L-Triptofano 0.004%
L-Metionina 0.004%
GE

Medio GCHE sin casaminoacidos.

TfbL

Acetato de Potasio 30mM.
CIK 100mM.
Ca Cl, 10mM.
Mn Cl; 50mM.
Glicerol 15%.

pH=5,8 (ajustado utilizando acido acético concentrado).

TibII

MOPS 10mM.
CaCl 75mM.
KCl 10mM.
Glicerol 15%.

pH=6,5 (ajustado utilizando KOH 3M)

Parte 1: Métodos Generales.

1IL.- Extraccion Lipidica:

En este estudio es importante sefialar que la composicion lipidica puede estar afectada

cuali y cuantitativamente por varios aspectos del cultivo, incluyendo la composicion del
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medio, las condiciones fisicas de incubacion y la edad del cultivo al momento de cosechar.
Diversos aspectos del metabolismo microbiano son sensibles a la composicion quimica del
medio y los cambios en éste pueden producir alteraciones en las actividades intracelulares.

En el estudio de los lipidos microbianos, la eleccion del método de extraccion es
importante ya que los resultados posteriores dependeran de este primer paso.
Desafortunadamente, es dificil establecer un método Optimo. Si la extraccion es lo
suficientemente drastica, también puede ser lo suficientemente rigurosa como para producir
cambios en algunas de las sustancias que estan siendo extraidas. Por otro lado, los métodos
suaves empleados para minimizar estos cambios, posiblemente no lleven a cabo una
extraccion completa (O’Leary, 1967). Comprensiblemente, a medida que las moléculas se
tornan mas complejas, proveen mas sitios para isomerizacion, oxidacion, reduccion e
hidrolisis. Estos cambios no advertidos alteran las estructuras y su posterior analisis. Por este
motivo, durante la extraccion de los lipidos a partir de los cultivos celulares siempre se tuvo
la precaucion de trabajar bajo atmoésfera de nitrogeno y se mantuvieron los extractos
lipidicos totales a -20°C.

En este trabajo los extractos lipidicos totales obtenidos a partir de las distintas cepas
fueron preparados de acuerdo a la técnica descripta por Rivas & Luzzati (1969). El pellet
bacteriano fue resuspendido en 10 ml de isopropanol (para evitar la accion de posibles
lipasas) y la muestra una vez homogeneizada se dejo extrayendo durante 1 hora a
temperatura ambiente. Luego la misma se centrifugo, el sobrenadante fue transferido a un
tubo conico y el pellet fue sometido a sucesivas extracciones: a) 1 volumen de isopropanol -
cloroformo (1:1), b) 1 volumen de cloroformo - metanol (2:1) (con 0,84 ml HCI 6 N/I). El
HCI se agregd para obtener una buena extraccion del lisilfosfatidilglicerol que posee una
carga positiva y ademas se encuentra en bajas cantidades y en las cepas utilizadas (Kent ef
al., 1973).

En esta ultima etapa de extraccion se dejo a la muestra en la mezcla de solventes
durante 2 horas a temperatura ambiente. Una vez finalizadas las tres etapas de extraccion se
juntaron los sobrenadantes y los mismos se llevaron a sequedad al vacio en evaporador
rotatorio.

Finalmente, se resuspendio la muestra en 1 volumen de cloroformo - metanol (2:1) y
se la lavo con 0,2 volumenes de NaCl 0,9 % en 0,01 N HCI (Kent, Krag & Lennarz, 1973).
Este lavado se repitio tres veces. La fase inferior (cloroférmica) se separd y se llevo a

sequedad al vacio bajo corriente de nitrogeno.
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IV.- Cromatografia en placa delgada:

IV.1.- Separacion de Lipidos Polares:

Para la separacion y caracterizacion de los lipidos de la membrana de las distintas
cepas estudiadas se utilizaron las siguientes placas:

- Cromatoplacas (TLC) Silicagel 60 F/ ;54 Merck Art. 1.05714.

- Cromatoplacas (HPTLC) Silicagel 60 / F 254 Merck Art. 5628

Las placas cromatograficas fueron lavadas antes de su utilizacion mediante una
precorrida en el sistema solvente cloroformo:metanol:agua (60:30:8) (v:v:v), para eliminar
impurezas que interfieren en el frente del solvente. Asimismo, las placas fueron activadas
previas a su utilizacion calentandolas durante 30 minutos a 100 ° C.

El solvente de desarrollo utilizado (luego de una Optimizacion del mismo) fue:
Cloroformo: Metanol : Acido acético (65:25:8) (v:v:v).

La identificacion de los lipidos polares fue llevada a cabo por comparacion
cromatografica con estandares de fosfolipidos purificados y/o con distintas soluciones
reveladoras capaces de caracterizar aminolipidos y glicolipidos (ninhidrina y orcinol
respectivamente).

El revelado de las placas se realizé primero por calentamiento durante 15 minutos a
110 °C para detectar las manchas ninhidrina positivas caracteristicas de los aminolipidos, y
luego por exposicion a los vapores de iodo.

Revelados de fosfolipidos y glicolipidos:

Agente Revelador
Lipido Iodo Ninhidrina Orcinol
PG + = =
PE - -
CL - % -
LysPG + + -
DGDG + - L3

Solucion reveladora de orcinol: 200 mg de orcinol se diluyeron en 100 ml de H,SO4
al 75% y luego se rocio la solucion sobre la placa. La aparicion de las manchas positivas

para este agente revelador se obtuvo por calentamiento a 100° C durante 15 minutos.
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Ninhidrina: La ninhidrina se agreg6 al solvente de desarrollo. (20mg

aproximadamente).

1V.2.- Aislamiento de lipidos polares:

Los lipidos polares se separaron de los lipidos neutros utilizando TLC preparativas. El
solvente de desarrollo utilizado fue Hexano:Eter etilico: Ac. acético (80:20:1) (v:v:v). Las
fracciones correspondientes a los lipidos polares se rasparon de las placas y se extrajeron de
la silica utilizando Cloroformo: Metanol (2:1) (v:v). La suspension resultante se agito
rapidamente y luego se filtro sobre papel de filtro embebido en Cloroformo: Metanol (2:1)

(v:v) (Kates, 1986).

V.- Determinacion de Fosforo: (Bartlett, 1959)

Se utilizd como patron una solucion de acido fosforico (100 mg Fosforo /1). La curva
estandar se realizo utilizando las siguientes cantidades de fosforo 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 pg. Se
agregaron 0,5 ml de H,SO4 10 N y se calentaron las muestras y los tubos de la curva
estandar durante tres horas a 180 - 200 °C. Luego del calentamiento, se agregaron cuatro
gotas de H,0; (30 Vol) y se continiio la mineralizacion calentando otras tres horas a 180 -
200 °C. Una vez finalizada dicha mineralizacion se agregaron 2,5 ml de agua destilada, 200
ul de molibdato de amonio al 5% (p/v) y 150 pl del reactivo de Fiske. Se agit6 la muestra
hasta homogeneidad y luego se calenté durante 10 minutos a bafio Maria. Una vez finalizada
la reaccion se midio la absorbancia a 830 nm.

Reactivo de Fiske: 3,42 gr Na;S;0s, 62,5 mg acido amino-naftalen-sulfonico y 125 mg
Na,SO; se llevaron a 25 ml con agua destilada previamente gaseada con N». Se agité durante
15 minutos, calentando la solucion los tltimos 5 min. Finalmente, se filtro en papel seco y se
volvio a gasear la solucion con Na.

Este método fue utilizado para la medicion del contenido de fosforo total en los
extractos lipidicos, en las membranas aisladas y en las muestras obtenidas del raspado de las

placas cromatograficas.

V.- Determinacion de Azucares:

Meétodo del fenol sulfurico: (Christie, 1982).

Se utilizé como patron una solucion de glucosa (0,04 %). Las muestras se fraccionaron

y se llevaron a un volumen final de 200 pl con agua destilada (al igual que los tubos de la
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curva estandar). Se agregaron 200 ul de fenol acuoso al 5% (p/v) con rapida agitacion y
luego 1 ml de H,SOj4 (c). En nuestro caso se utilizé un dispensador de muestras para que el
agregado del H2SO, sea rapido. Este paso es un factor importante de la técnica. Las muestras
se homogeneizaron y se esperd durante 20 minutos hasta desarrollo del color. Luego se
midio la absorbancia a 470 nm.

Este método fue utilizado para la medicion de azicares totales en los extractos

lipidicos y en las muestras obtenidas del raspado de las placas cromatograficas.

VI1.- Preparacion de Esteres Metilicos de Acidos Grasos:
VIL1.- Saponificacion: (Wood & Folch, 1974).

Se tomaron alicuotas de aproximadamente 30 pg de fosforo lipidico y se llevaron a
sequedad bajo atmosfera de nitrogeno. La saponificacion se llevo a cabo agregando 2ml de
KOH 10% preparado en etanol. El KOH fue previamente gaseado en nitrogeno (es
importante que sea preparado en el momento de utilizar). Antes de comenzar la
saponificacion se verifico que el pH sea basico. Las muestras se calentaron durante 45
minutos a 80°C en un tubo bien cerrado para evitar que se evapore el solvente. Una vez
finalizada la saponificacion se agregdé 1ml de agua destilada. Se realizaron luego varios
lavados con 2 ml de hexano para descartar el insaponificable (fase superior). Las muestras se
acidificaron con el agregado de 0,5 ml de HCI (c) y se verifico nuevamente el pH de la
solucion, que en este caso debe ser acido. Se realizaron dos extracciones con hexano
agitando vigorosamente. De esta manera, los acidos grasos libres pasaron a la fase organica.
Las muestras se llevaron a sequedad al vacio en un evaporador rotatorio para luego proceder

a la transesterificacion.

VIL2.-_Transesterificacion o _metilacion _con_sulfirico metanol: (Wood & Folch,

1974).

Las muestras que se sometieron a la saponificacion se llevaron a sequedad y se
retomaron en 2ml de H,SO4 (2%) preparado en metanol. Se calentaron luego durante 120
minutos a 60 °C. Una vez finalizado el calentamiento se agregaron 2 ml de cloroformo y
0,67 vol. de agua destilada. La fase superior (acuosa) se descarto y la fase inferior (organica)
se volvio a lavar con agua destilada. Finalmente se evapord la muestra bajo atmésfera de N;

y se resuspendio en hexano para ser inyectada en un cromatografo de gases.
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VIIL - Cromatografia easeosa:

El analisis de los ésteres metilicos de los acidos grasos se llevo a cabo utilizando un
cromatografo de gases GLC-FID HP6890 capillary GC (Hewlett Packard, Palo Alto CA)
equipado con una columna Omegawax Capilar (30 m x 250 um, 25um nominal) (Supelco
11090-02A, USA). La presion de He utilizada fue de 21.07 psi. El split utilizado fue de 50,
con un flujo de He de 25ml/min y el flujo inicial del inyectado de la muestra fue de
0.5ml/min. Para la separacion de los ésteres metilicos se utilizo la siguiente estrategia: 179
°C isotérmico durante 8 minutos, luego se fue aumentando la temperatura 3 °C/minuto hasta
llegar a una temperatura final de 240 °C, y se finaliz6 el esquema manteniendo la
temperatura constante durante 9 minutos. Se utiliz6 como estandar la mezcla de ésteres
metilicos de acidos grasos bacterianos de Supelco (Bacterial Acid Methyl Esters Mix n°

catalogo 4780-U).

IX.- Determinacion de glicerol: (Kates, 1972)

Se utiliz6 como patron una solucion de glicerol de 0,02 pmol/ul. Se fraccionaron las
muestras y se agregaron 100 pl de H,SO4 10 N y 500 pl NalO4 0,1 M. Se agitaron hasta
homogeneidad y se dejaron a temperatura ambiente durante 5 minutos en tubos con un buen
cierre. Pasados los 5 minutos se agregaron 500 pl de NaHSO; al 10% y se volvieron a
homogeneizar. Luego se colocaron alicuotas de 500 pl de las muestras procesadas en tubos
con buen cierre y se agregaron 5 ml del reactivo del acido cromotrépico al 0,18%. Los tubos
se calentaron a bafio Maria durante 135 minutos y luego del calentamiento se dejaron enfriar
las muestras. Se leyo la absorbancia a 570 nm.

Solucion del acido cromotrépico: Se pesaron 90 mg del acido cromotropico, y se

disolvieron en 10 ml de agua destilada. Luego la solucion se diluye con 45 ml de H,SO4
24N.

X.-_Determinacion de proteinas: (Método de Lowry).

La curva estandar se realiz utilizando seroalbumina bovina (BSA) Img/ml. Se
fraccionaron las muestras y se agregd 1ml de Reactivo C. Se agitaron bien las muestras y
esperd al menos 10 minutos. Luego se agregaron 100 pl del reactivo E y se incubo durante
45 minutos a temperatura ambiente. Una vez finalizada la incubacion se leyo la densidad

optica a 750 nm.
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Preparacion de los reactivos:
Reactivo A: Solucion de Na,COs al 2% en NaOH 0.1N.
Reactivo B: Solucion al 5% de CuSO,. SH,0 en tartrato de sodio 1%.

Reactivo C: 50 volumenes de A + 1 volumen de B preparado en el momento.

Reactivo E: Reactivo de Folin-Ciocalteau diluido al medio en agua destilada.

X1L.-_Purificacion de membranas:

Se cosecharon los cultivos en la fase de crecimiento deseada (estacionario o
exponencial) y se lavaron una vez con buffer A helado (manteniendo las muestras en bafio
de hielo)y se congelaron rapidamente a —70°C.

Para romper las células, la muestra se descongelo y se resuspendio en 5 ml de buffer B
helado. Se agregaron bolitas de vidrio de 106 micrones (Sigma). La mezcla se sometio a

repetidos ciclos de sonicacion (5 x 30 seg) o hasta que se lisaran mas del 50% de las células.

Las células rotas se diluyeron con 8 ml de buffer B y la mezcla se centrifugo a 8000 g
por 10 minutos a 4°C. Se recogio el sobrenadante y se lo volvio a centrifugar a 100.000g
durante 60 minutos a 4°C. El pellet obtenido se resuspendié en 5 ml de buffer C y se lo

centrifugd nuevamente a 100.000 g por 60 minutos a 4°C.

Los pellets de membrana se resuspendieron finalmente en 0.2ml de buffer C y se
congelaron hasta su uso a -70°C. Es importante mencionar que para los ensayos de
fluorescencia, una vez que un pellet de membrana fue descongelado no se lo volvio a
utilizar.

Buffers utilizados:

Buffer A: 50 mM Tris/HCI pH 7.5, 1 mM MgCl,, IM KCl, 0.1 mM PMSF.

Buffer B: 100 mM Tris/HCI, pH 8.0, ImM MgCl,, ImM 8 mercaptoetanol, 0.1mM
PMSEF.

Buffer C: 50 mM Tris/HCI pH 8.0, ImM  mercaptoetanol, 0.1 mM PMSF.

XIL.- Preparacion de Liposomas:

X11.1.- Preparacion de Liposomas Multilamelares (MLYV):

Las vesiculas multilamelares se prepararon de acuerdo al método de Bangham y
colaboradores (1965). Una solucion en cloroformo-metanol (2:1, v/v) de la mezcla de lipidos

totales y/o polares extraidos de las membranas de las distintas cepas se evaporaron bajo
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atmosfera de nitrogeno hasta obtener un film. Los lipidos fueron resuspendidos luego por
agitacion (vortex) a temperatura ambiente en el buffer correspondiente a cada tipo de
ensayo.

En las mediciones realizadas con las sondas DPH, TMA-DPH, Laurdan y R18 el
buffer utilizado contenia sacarosa 0.25M; EDTA ImM; pH 7.0. En las mediciones
realizadas con NAO se utilizo agua grado MiliQ, y en las realizadas con AO se utilizo el
buffer SO4(NH;), 120mM pH 7.0.

XIL2.- Preparacion de Liposomas Unilamelares (LUV):

Las vesiculas unilamelares se obtuvieron mediante la extrusion de vesiculas
multilamelares (MLV) por pasaje de al menos 13 veces a través de membranas de
policarbonato de 100 nm de ancho de poro. Para tal fin se emple6 un extrusor LIPOSOFAST

(Vancouver, Canada).

XIIL.- Microscopia electronica de transmision:

Para el analisis mediante microscopia electronica, las células se fijaron en
glutaraldehido 25%, paraformaldehido 4% diluidos en buffer fosfato 0,1M (pH 7,4) durante 6
horas. Luego se realizo una segunda fijacion en tetroxido de osmio 1-2 % en el mismo buffer
fosfato. Después de esta fijacion se realiz6 un lavado en buffer fosfato 0,1M (pH 7,4) durante
2 horas y posteriormente se hizo una tercera fijacion en acetato de uranilo 5% (durante 4
horas). La deshidratacion se realizo con distintas soluciones alcoholicas: 50%, 70%, 96% y
100%. Luego las muestras se trataron con 6xido de propileno junto con la resina de inclusion
(EMBED 812, resina epoxi) durante 3 dias a 60°C. Finalmente, se realizaron los cortes para

grillas de 70-90 nm y se emple6 como coloracion de contraste el citrato de plomo.

Parte 2: Espectroscopia de Fluorescencia:

X1V.- Preparacion de las muestras:

Para estos ensayos se utilizo una concentracion de lipidos de 100uM (cuantificado por
fosforo) tanto en los liposomas como en las membranas. Las membranas y la sonda se
agregaron diluidas en un volumen igual, para que al mezclarlas la distribucion de esta ultima
sea homogénea. Se incubaron luego durante aproximadamente 1hora a temperatura ambiente

con agitacion permanente, para permitir una incorporacion optima de la sonda.
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En el caso de los liposomas la sonda fue incorporada a la solucion lipidica en
cloroformo: metanol (2:1) (v:v) y se llevaron a sequedad conjuntamente. El film se

resuspendio luego en el buffer utilizado en cada ensayo.

X1V.1.- Sondas fluorescentes utilizadas:

En la siguiente figura se pueden ver las respectivas estructuras de las sondas

fluorescentes utilizadas en los distintos experimentos.

Octadecil Rodamina B (0-246 Molecular Probes)

+ -
[CH,CH )N o I N(CH,CH,), ol

ﬁ—O(cH2)1 7GH3

1,6-difenil-1,3,5 hexatrieno (DPH) (D-202 Molecular Probes)

O-eron O

1-(4-trimetilamino fenil) — 6-fenil-1,3,5- hexatrieno-p-tolueno sulfato (TMA-DPH)
(T-204 Molecular Probes)
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2-dimetilamino-6-lauroil naftaleno (Laurdan) (D-250 Molecular Probes)

0
i

Qo
CHgl,N

1- (dcido anilino naftaleno -8- sulfénico) (ANS) (A-47 Molecular Probes)

NH SOH

O

Naranja de acridina (AO) (A-1301 Molecular Probes)

‘OHS)ZN ”N&HS)Z
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Nonyl- acridine orange (NAO) (A-1372 Molecular Probes)

|
Br (\JHQ}BCHS

X1V.2.- Evaluacion de la microviscosidad de membranas aisladas y liposomas:

X1V.2.1.- Anisotropia de fluorescencia al estado estacionario:

DPH (1,6-difenil- 1,3,5 hexatrieno). La sonda DPH fue utilizada con el proposito de
estudiar la micorviscosidad de las membranas y liposomas obtenidos a partir de las distintas
cepas, a través de la evaluacion de los cambios en la anisotropia de fluorescencia (r) de la
misma. El DPH es una sonda que se ubica en la porcion hidrofobica de la bicapa lipidica y
se utilizo en una concentracion 1/400 a partir de una solucion madre de 6.2 mM preparada
en metanol. Los valores de anisotropia de fluorescencia se obtuvieron utilizando como
longitudes de onda de emision y excitacion 425 nm y 355 nm respectivamente. Los calculos
de anisotropia de fluorescencia al estado estacionario se realizaron utilizando la siguiente

ecuacion:

Is =(l// - G.I_L) / (l// +2G [_L) (2)

En esta ecuacion, r, representa a la anisotropia de fluorescencia del DPH medida en el
estado estacionario, I, a la intensidad de fluorescencia cuando el polarizador analizador se
encuentra orientado en forma paralela al polarizador de excitacion (1) y I, a la intensidad
de fluorescencia medida con el polarizador analizador orientado en forma perpendicular al
polarizador de excitacion (Iy). El factor G es un factor de correccion (G = Iy / I de la
eficiencia de transmision de la luz polarizada horizontal y verticalmente a través de los
monocromadores. El valor es obtenido a partir de la relacion entre las intensidades de
fluorescencia de los componentes verticales y horizontales cuando la luz de excitacion se

encuentra polarizada en direccion horizontal (Lakowicz, 1999).
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Se utilizaron suspensiones de membranas y de liposomas sin sonda para corregir las
variaciones en las mediciones debidas a la turbidez de las muestras y a sefiales inespecificas

de fluorescencia. La absorbancia de las muestras medida a 360,,, nunca fue superior a 0.1.

TMA-DPH (1- (4-trimetilamino fenil) -6-fenil-1,3,5- hexatrieno -p- tolueno sulfato).
Esta sonda al igual que el DPH fue utilizada con el propdsito de estudiar la microviscosidad
de las membranas y liposomas obtenidos a partir de las distintas cepas, a través de la
evaluacion de los cambios en la anisotropia fluorescencia (r;) de la misma. A diferencia del
DPH esta sonda queda anclada en la bicapa lipidica a nivel de a su cabeza polar.

Los calculos de anisotropia de fluorescencia al estado estacionario se realizaron de
acuerdo con la ecuacion 2.

La sonda se utilizo en una concentracion 1/800 a partir de una solucion madre de 1.7
mM preparada en metanol. Los datos de anisotropia de fluorescencia se obtuvieron
utilizando como longitudes de onda de emision y excitacion de 425 nm y 355 nm
respectivamente.

Se utilizaron suspensiones de membranas y de liposomas sin sonda para corregir las
variaciones en las mediciones debidas a la turbidez de las muestras y a sefiales inespecificas

de fluorescencia. La absorbancia de las muestras medida 360,,, nunca fue superior a 0.1.

XVL.2.2.- Determinacion de parametros dinagmicos de fluorescencia:

Los tiempos de vida de las sondas nos dieron informacion acerca del tiempo de
correlacion rotacional de los valores de anisotropia al estado estacionario. Se midieron los
tiempos de vida del DPH y TMA-DPH mediante los métodos de diferencia de fase (tp) y de
modulacion sinusoidal (ty) de la intensidad de luz de excitacion. La emision de
fluorescencia es dependiente de la excitacion y por lo tanto se modula con la misma
frecuencia circular (w= 27 x frecuencia en Hz) que la excitacion. El método de fase
selecciona a los fluoréforos que decaen con tiempos de vida cortos dando valores de tp que
son menores al tiempo de vida promedio y el método de modulacion (1y) selecciona para
especies que poseen tiempos de vida mayores y por consiguientes los valores de Ty son
mayores que el tiempo de vida promedio. En estas determinaciones se utilizé una longitud
de onda de excitacion de 361nm y se tomaron los valores de emision de fluorescencia a
través de un filtro (tipo KV389). La luz de excitacion fue modulada en amplitud a 18 y 30
MHz y polarizada verticalmente. Los valores de tp y de 1y se obtuvieron a partir de la

modulacion de la amplitud y de la fase de la luz emitida utilizando el polarizador orientado a
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55°. Se utilizo 1,4-bis (5-phenyloxazol-2-yl)-benceno en etanol como estandar ya que se
conoce su tiempo de vida (t = 1.35 nsegs.). La diferencia de fase de los componentes
paralelo y perpendicular de la emision de fluorescencia fue medida colocando a los
polarizadores en posicion vertical y horizontal para calcular el tiempo de correlacion

rotacional (tr) y la anisotropia limite (r.,,) (Lakowicz, 1999).

XVL.2.3.-_Anisotropia_de fluorescencia_al_estado_estacionario_medida_en_células

DPH (1,6-difenil- 1,3,5 hexatrieno). La sonda DPH fue utilizada con el propodsito de
estudiar in vivo la microviscosidad de las membranas de las células de Bacillus subtilis.

El DPH fue utilizado en una concentracion de 6uM a partir de una solucion madre de
6.2 mM preparada en metanol. Los datos de anisotropia de fluorescencia se obtuvieron
utilizando como longitudes de onda de emision y excitacion 425 nm y 355 nm
respectivamente. Los calculos de anisotropia de fluorescencia al estado estacionario se

realizaron utilizando las siguientes ecuaciones:

s =(1/ corregido G X I corregido) /(Iy+2xGx1,) (3)
l//corregido= I,/ Al -1,/ A2 (4)
Ilcomgid(,:Il/Al-l_]_/Az (5)

En esta ecuacion, 1 representa a la anisotropia de fluorescencia del DPH medida en el
estado estacionario.

Ljcorresido (4) es la intensidad de fluorescencia obtenida cuando el polarizador analizador
se encuentra orientado en forma paralela al polarizador de excitacion (I,y). Esta intensidad
de fluorescencia fue corregida midiendo la absorbancia a 420nm de las muestras en
presencia y ausencia de sonda (Al y A2 respectivamente).

Licorregido (5) es la intensidad de fluorescencia medida con el polarizador analizador
cuando el mismo se encuentra orientado en forma perpendicular al polarizador de excitacion
(Iw). Esta intensidad de fluorescencia fue corregida midiendo la absorbancia a 420nm de las

muestras en presencia (Al) y ausencia (A2) de sonda (Sbovodoba ez al., 1988)
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XV.- Propiedades de la interfaz lipido-agua de las bicapas:

Laurdan (2-dimetilamino-6-lauroil naftaleno). En los experimentos en los cuales se
determiné las propiedades de la interfaz de las bicapas (grado de hidratacion, de
empaquetamiento lateral y coexistencia de fases gel-liquido cristalino) se utilizo la sonda
fluorescente Laurdan. Esta sonda se inserta en la bicapa lipidica quedando el grupo naftaleno
(fluoroforo) ubicado proximo a esqueleto del glicerol de los fosfolipidos.

La sonda fue utilizada en una concentracion 1/400 a partir de una solucion madre de
1.3mM preparada en metanol. Los espectros de emision se tomaron fijando la longitud de
onda de excitacion en 340nm y barriendo la emision desde 350 a 520 nm. Los de excitacion
se obtuvieron fijando la longitud de onda de emision en 440 nm y barriendo la excitacion
desde 300 a 420 nm.

Los espectros de la polarizacion generalizada de emision (GP) se construyeron

calculando el valor de la GP para cada longitud de onda de emision como:

GPen = (Li10 — I340) / (Ls10 + I340) (6)

Donde 1410 y I340 son las intensidades obtenidas a cada longitud de onda de emision
desde 430 nm hasta 520 nm, utilizando una longitud de onda de excitacion fija a 410 y 340
nm respectivamente.

La GP de excitacion se construyo de una manera similar:

GPexc =(1440 = 1490)/ (1440 * I490) (7)

Donde I440 y lago son las intensidades de fluorescencia obtenidas a cada longitud de
onda de excitacion desde 330 hasta 420 nm, utilizando una longitud de onda de emision fija

a 440 y 490 nm respectivamente (Parasassi ef al., 1990).

La incorporacion del Laurdan en las membranas aisladas fue determinada por el
aumento en la intensidad de fluorescencia utilizando como longitudes de onda de emision y
excitacion de 435 nm y 390 nm respectivamente. Estos experimentos se realizaron a 37°C.

Se utilizaron suspensiones de membranas y de liposomas sin sonda para corregir las
variaciones en las mediciones debidas a la turbidez de las muestras y a sefiales inespecificas

de fluorescencia. La absorbancia de las muestras medida a 360,,, nunca fue superior a 0.1.
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XVIL.- Ensavos de estabilidad de liposomas y membranas:

R18 (octadecil rodamina B): Los ensayos de estabilidad de liposomas y membranas se
realizaron utilizando la sonda R18 a una concentracion final de 1.5mol % ya que a esta
concentracion la sonda se encuentra bajo condiciones de autoextincion.

Una sonda debe cumplir con ciertos requisitos para poder ser utilizada como marcador
del proceso de solubilizacion. La misma no debe presentar migracion en presencia de
agentes liticos. Ademas, la propiedad de autoextincion debe ser sensible solamente a la
concentracion local de la sonda en la bicapa lipidica y al grado de empaquetamiento de los
lipidos estudiados (Domecq ef al., 2001). Por consiguiente, debe ser capaz de detectar una
dilucion de los lipidos y/o desintegracion de las membranas. La sonda R18 utilizada en los
experimentos cumple con estos requisitos.

Los experimentos se realizaron a 5°, 10°, 25° y 37°C. Se utiliz6 una solucion madre 3
mM preparada en etanol. Los valores de intensidad de fluorescencia se obtuvieron utilizando
como longitudes de onda de emision y excitacion 590 nm y 560 nm respectivamente.

Las curvas que se muestran en los resultados se realizaron midiendo el aumento de la
emision de fluorescencia en funcion del agregado de Triton X-100 (5%) (p/v) como agente
desestabilizador de membranas. El aumento en la intensidad de fluorescencia se calculo

utilizando la siguiente ecuacion:
%F= (I L)/ (Imix. — L) (8)
En esta ecuacion, %F representa el porcentaje de fluorescencia, Iy a a la intensidad de
fluorescencia medida en ausencia de Triton X-100, I, a la intensidad de fluorescencia
obtenida en presencia de Triton X-100 medida en el tiempo t € Ly a la maxima intensidad

de fluorescencia alcanzada.

XVIl.- Determinacion de dominios de cardiolipina:

NAO (Nonyl-Acridine-Orange): En los experimentos en los que se determind la
formacion de dominios de cardiolipina sobre sistemas modelos de liposomas y sobre las
membranas y los liposomas obtenidos de las cepas YB886 y CL2 se utilizo la sonda NAO.

La sonda se agrego en distintas concentraciones como se aclara en los respectivos
ensayos, a partir de una solucion madre 5 mM preparada en etanol. Los espectros de emision

se obtuvieron fijando la longitud de onda de excitacion en 430 nm y barriendo la emision
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desde 460 a 740nm. Estos espectros se obtuvieron realizando las mediciones a temperatura
ambiente.

En los experimentos disefiados con sistemas modelos de liposomas unilamelares se
utilizaron concentraciones conocidas de DPPC, PE, PG, PA y CL como se detalla en el pie
de la figura correspondiente. Las membranas aisladas utilizadas en las mediciones fueron
previamente sonicadas (3x30segs.) en agua grado MiliQ para asegurar de que las vesiculas

de membrana contengan en su interior dicho disolvente.

XVIIL.- Determinacion del potencial de superficie en liposomas:

ANS (acido anilino naftaleno -8- sulfonico). La sonda ANS fue utilizada para
establecer el potencial electrostatico de superficie de los sistemas modelos de liposomas
unilamelares utilizados en los experimentos de determinacion de formacion de dominios de
cardiolipina.

La sonda fue utilizada en una concentracion de 1uM a partir de una solucion madre de
6.7 mM preparada en metanol. En estos ensayos se utilizo una concentracion de lipidos de
0.5 mM (cuantificado por fosforo). Los datos de intensidad de fluorescencia se obtuvieron
utilizando como longitudes de onda de emision y excitacion de 465 nm y 380 nm
respectivamente. Los experimentos fueron realizados a temperatura ambiente.

La sonda se agrego a la solucion acuosa que contenia la suspension de los liposomas
en estudio y se incubé durante 5 minutos a temperatura ambiente. En estos ensayos se
consider6 que la intensidad de fluorescencia obtenida fue proporcional al nimero de
moléculas de ANS adsorbidas sobre la superficie de la vesicula. El potencial de superficie

(Ay,) detectado por dicha sonda fue calculado utilizando la siguiente ecuacion:

Ay, = (RT/F) In (f/f,) &)

En esta ecuacion, R es la constante de los gases (8.314 J/ °K mol), T la temperatura
absoluta expresada en grados Kelvin (298° K), f'la intensidad de fluorescencia medida en las
distintas muestras, f, la intensidad de fluorescencia medida en liposomas formados

unicamente por DPPC y F una constante de proporcionalidad (96500 cal / mol).
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XIX.-_Determinacion de la permeabilidad a protones en liposomas:

XIX.1.- Cinética de incorporacion de naranja de acridina:

AO (naranja de acridina): La sonda AO se utilizd para realizar los experimentos de
permeabilidad de protones en liposomas. La AO se utiliz6 a una concentracion final de 1uM
a partir de una solucion madre de 5.4mM preparada en etanol. Los datos de intensidad de
fluorescencia se obtuvieron utilizando como longitudes de onda de emision y excitacion 525
nm y 490 nm respectivamente. La AO se agregé a la concentracion indicada en el buffer de
estudio y se dejo que la misma se homogeneice en la solucion. Estos experimentos se
realizaron a 20°C pues las altas temperaturas no favorecen la dimerizacion de la sonda
(Clerc & Barenholz, 1998).

Los buffers utilizados en este ensayo fueron:

- 120 mM (NH,),SO4, pH 7.

- 0.4 mM (NH4)2S04 + 119.6 mM NaySO4, pH 7.

- 0.4 mM (NH4)2SO4 + 119.6 mM Li,SO4, pH 7.

- 0.4 mM (NH4)2SO04 + 119.6 mM K,SO4, pH 7.

Las primeras cinco determinaciones de intensidad de fluorescencia que se realizaron se
utilizaron como control de 100% de fluorescencia (I,). La medicion de permeabilidad de
protones comenzé con el agregado de la suspension de liposomas construidos en el buffer
120 mM (NH4).SO4pH 7.

En estos ensayos se agregé la suspension de liposomas (50ul) en el buffer en estudio
diluida en un relacion 1/500 para medir el proceso de permeabilidad de protones. Los
ensayos se realizaron agitando permanente de las muestras.

El porcentaje de fluorescencia se determiné mediante la siguiente ecuacion:

%F= 1,/ I, x 100 (10)

En esta ecuacion, %F representa al porcentaje de fluorescencia, I, a la intensidad de
fluorescencia inicial medida en ausencia de la suspension de liposomas e I a la intensidad de
fluorescencia medida en presencia de la suspension de liposomas en el tiempo t. En estos
experimentos a medida que la sonda ingresa al liposoma en respuesta al gradiente de pH se
produce una disthifiucion en la intensidad de fluorescencia de la misma debido a la
fotmacion de dimeros no fluorescentes en el interior del liposoma. La acumulacion de la AO
dentro de la vesicula en respuesta al gradiente de amonio sigue la ley de accion de masas

segun la siguiénte ecuacion:
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IAOI total = (1 = V) X [AOI exterior T V X lel interior (1 1)

En esta ecuacion, [AO] (a1 representa la concentracion de sonda total, [AO] exterior a la
concentracion de sonda fuera del liposoma, [AO] ierior @ la concentracion de sonda dentro
del liposoma y v a la fraccion de volumen atrapada dentro del liposoma (Clerc y Barenholz,
1998).

La relaciones existentes entre la masa de AO dentro y fuera del liposoma fue calculada

de acuerdo con la ecuacion:

mim./men.=(Fo'Fm)/Fo (12)

En esta ecuacion, m iy es la masa de AO dentro del liposoma, m .y es la masa de AO
fuera del liposoma, F, es la intensidad de fluorescencia medida antes de agregar la
suspension de liposomas y F., es la intensidad de fluorescencia alcanzada al finalizar el

ensayo.

XIX.2.-_Determinacion _de dispersion luminosa_“Light scattering estdtico” en

liposomas:
En forma paralela a los experimentos de permeabilidad de protones se hicieron

mediciones de “light scattering” en estado estatico para determinar si se producian
variaciones en el tamafo de los liposomas a lo largo del ensayo. Los experimentos se
realizaron midiendo la intensidad de fluorescencia (en unidades arbitrarias) de la suspension
de liposomas en los distintos buffers. Para tal fin, se utilizaron como longitud de onda de
emision y excitacion 550 nm. Los polarizadores de emision y de excitacion se colocaron en

forma cruzada (vertical y horizontal respectivamente).

Parte 3: Técnicas de Biologia Molecular.

XX.- Obtencion y transformacion de células competentes:

XX.1.- B. subtilis:

Las células competentes de B. subtilis se prepararon segun el protocolo descripto por
Kunst y Rapaport (1995). La cepa YB886 fue cultivada en el medio GCHE durante 16hs. a
37°C. Luego el cultivo fue diluido 1/10 en el medio GCHE fresco y se incubd a 37°C
durante 4-5hs. hasta alcanzar la fase estacionaria de crecimiento medida por la curva de

DOsoonm En ese momento, se efectud una dilucion en un volumen igual de medio GE vy se lo
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incubd durante lhora, momento en el cual se alcanza la competencia maxima. Una vez
- finalizada esta incubacion se agregé glicerol (10% final) y se guardaron alicuotas de 100ul a
-70°C hasta su uso.

Para los ensayos de transformacion se descongeld uno de los tubos conteniendo
células competentes y se le agrego entre 5 a 10ul de ADN plasmidico o cromosomico de
interés. Las células se incubaron durante 25min a 37°C y luego se les agreg6 500ul de LB.
Posteriormente se continu6 la incubacion de las células durante 1 a 1.5 hs.

Las células transformadas de esta manera, fueron sembradas en placas de medio LB

conteniendo el antibiotico adecuado para cada caso.

XX.2.- E. coli:

Las células competentes de F. coli se prepararon de acuerdo al protocolo descripto por
Hanahan (1983) que permite una alta eficiencia de transformacion. Un cultivo crecido durante
aproximadamente 16hs fue diluido 1/60 en medio LB y crecido durante 3 a 4 hs a 37°C.
Posteriormente, las células se centrifugaron durante 10 min a 10.000 rpm a 4°C. El pellet
celular luego fue resuspendido en solucion Tfbl fria y se lo mantuvo en hielo durante 5 min. A
continuacion, las células fueron centrifugadas al igual que en el paso anterior y el pellet fue
resuspendido en Iml de TfbIl. Se alicuotaron las células en tubos conteniendo 50ul de la
suspension y fueron conservadas hasta su uso a —=70°C.

Para los ensayos de transformacion se tomaron 50 pl de células competentes y se les
agrego de 5 a 10 pl del plasmido de interés. Se dejaron las células incubando durante 30
minutos en hielo. Luego se realizé un choque térmico a 42°C durante 90-120 segundos y se
colocaron las células nuevamente en hielo durante 2 minutos. Finalmente, las células se
diluyeron en 200ul de LB liquido y se incubaron durante 1 hora a 37°C con agitacion. Una vez
finalizada la incubacion se hicieron diluciones en LB y se sembraron las células en placas de

seleccion con el antibidtico adecuado.

XX1.- Manipulaciones de ADN:

Las extracciones de ADN cromosomico se realizaron basicamente como se describe en
Bron (1990). Las extracciones de plasmidos fueron realizadas por la técnica de Birnboim &
Doly (1979). Cuando se realizaron las extracciones de los plasmidos que fueron utilizados
para transformar B. subtilis YB886 se utilizo el sistema de extraccion de plasmidos de
Qiagen (Qiagen Midi).
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Las digestiones utilizando distintas enzimas de restriccion y las ligaciones con ligasa

T4 se llevaron a cabo segun las instrucciones del fabricante (Gibco BRL o Promega).

XXII-. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR):

Las condiciones de reaccion que fueron utilizadas para un volumen de muestra de 50ul
fueron: buffer de 7ag ADN Polimerasa (Promega o Gibco-BRL) 1X, MgCl, 2,5mM, 0,5U
Tag ADN Polimerasa (Promega o Gibco-BRL), 10-50 ng de ADN templado y 0,2uM de
cada cebador (“primer”).

El esquema utilizado para la reaccion fue el siguiente: un paso de desnaturalizacion
inicial de 10 min. a 94°C seguido de 30 ciclos de 30seg de duracion a 94°C, 60seg. a 50°C y
60seg. a 72°C. Cuando fue necesario, la temperatura del paso de apareamiento de las
cadenas (“annealing”) fue modificada a la temperatura indicada para cada primer. Cuando se
amplificaron fragmentos de tamafios mayores a 1,5Kpb se aumentd el tiempo de
apareamiento a 90seg.

Cada reaccion de PCR fue analizada por electroforesis en gel de agarosa 0,8% 6 1% en
buffer TAE (Tris acetato 40mM, EDTA 1mM pH=8,0). Después de la tincion del gel en una
solucion conteniendo bromuro de etidio 1pug/ml, los geles fueron examinados con luz UV y
fotografiados con una pelicula Polaroid 667 o analizados con un analizador de imagenes
LAS1000-Fuji,

XXIII- Southern blot:

El ADN de cada cepa fue digerido con la enzima de restriccion Hindlll y sembrado en
un gel de agarosa 0,6%. Una vez finalizada la corrida, el gel fue tefiido en bromuro de etidio
lpug/ml y fotografiado. Posteriormente, el ADN fue depurinizado y desnaturalizado
colocando el gel durante 10min en HCl 0,25M y durante 30min en NaOH 0,5N
respectivamente. Luego, el ADN fue transferido a una membrana de nylon GeneScreen™
NEN® Life Science Products durante 90min por vacio en un Vacuum Blotter Bio Rad.
Posteriormente el ADN fue fijado a la membrana colocando la misma durante Sminutos bajo
luz UV. La membrana fue prehibridada durante 2hs. a 50°C en la solucion de prehibridacion
(SSC 5X [CINa 43,8g/l, citrato de Na 22,05g/1], Denhardt’s 5X [Ficoll 0,5g/l,
Polivinilpirrolidona 0,5g/l, seroalbumina bovina 0,5g/1], fosfato de sodio 25mM pH=7,0,
SDS 0,5%). Una vez finalizada la prehibridacion, esta solucion fue descartada y se coloco la
solucion de hibridacion (SSC 5X, Denhardt’s 1X, fosfato de sodio 20mM pH=70,
Polietilenglicol (PEG) 8000 5%, ADN de esperma de salmén 120pg/ml y la sonda
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correspondiente) y se incubd a 50°C durante 16 a 18hs. El ADN utilizado para bloquear la
membrana y el de la sonda fueron desnaturalizados previamente hirviendo las muestras
durante 10 minutos. Finalizada la hibridacion, se realizaron varios lavados: dos veces
durante 3 min. en SSC 2X/SDS 0,1% y dos en SSC 0,2X/SDS 0,1% a temperatura ambiente.
Luego se realizaron dos lavados finales durante 15min en SSC 0,16X/SDS 0,1% a 55°C.

El revelado fue realizado por quimioluminiscencia con Phototope™-Star CDP-STAR
New England Bio Labs, segun describe el fabricante utilizando las autorradiografias Kodak
expuestas a distintos tiempos en un cassette Kodak Biomax MS.

La sonda utilizada fue marcada por “random primers” con el sistema BIOPRIME®
DNA Labeling System (Gibco-BRL) como indica el fabricante, utilizando un fragmento del
gen c/s/ amplificado por PCR utilizando los primers C1-C2.

XX1V.- Primers utilizados:

Los primers utilizados durante este trabajo para la deteccion y/o clonado de los genes

descriptos estan indicados a continuacion.

TABLA 4.
Primer Secuencia (5’ a 3°)

Cl 5'-ATAAAGCTTAAAGGGAAAGCTGTTTAAG-3'
C2 5'-ATAGGATCCTCTCTGCTGATATATTC-3'
Cs 5-“GGTTTTAAAGAATTCTGCCCG-3'

Cé 5“TTTGGATCCTAATTCATCGCC-3'

PGS 5'-AAATCACACTAGCTAGAATCGC-3'
LZ 5'-AGTACAGCGCGGCTGAAATC-3'

Subrayadas se muestran las secuencias que corresponden a sitios de restriccion en los

siguientes primers: C1: Hindlll, C2 y C6: BamH]1, C5: EcoRI.
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XXV.- Construccion de cepas mutantes de B. subtilis:

XXV.1.- Gen ywiE (cls1):

Se disefiaron dos primers (C1 y C2) que poseen complementariedad con el gen ywils
de B. subtilis. Se realizé una reaccion de PCR para amplificar dicho gen a partir de ADN
cromosoémico aislado de la cepa YB886. Se comprobd que el fragmento amplificado era del
tamafio esperado. Este fragmento fue posteriormente digerido con las enzimas BamH]I y
Hindlll y luego ligado con el plasmido pMutin4 digerido con las mismas enzimas. La
mezcla de ligacion obtenida fue utilizada para transformar células competentes de E. coli
TG1, seleccionandose un clon que tenia la construccion deseada (plasmido pCL29).

Las células competentes de YB886 fueron transformadas utilizando este plasmido
como se describe en el punto XX.1. Distintos clones fueron analizados por Southern blot

seleccionandose aquel que poseia la construccion correcta (clon CL1).

XXV.2.- Gen ywnE (cls2):

El plasmido pEC20 construido por el Dr. P. Stragier fue utilizado para transformar

células competentes de B. subtilis. Dicho plasmido es pMutin4 conteniendo parte del gen
ywnk de B. subtilis. Luego de la transformacion se analizaron distintos clones mediante PCR
(utilizando los primers C5-LZ) y aquel que llevaba la construccion esperada fue

seleccionado (clon CL2).

XXV.3.- Gen pgsA:

Para la construccion de una cepa de B. subtilis YB886 con una mutacion en el gen
pgsA se utilizo6 ADN cromosomico de la cepa SDB110 construida por el Dr. Matsumoto. En
esta cepa el gen pgsA, clonado en el plasmido pMutin4, se encuentra bajo el control del
promotor Pspac. Dicho promotor esta controlado por el represor Lacl y es por lo tanto
regulable utilizando distintas concentraciones de IPTG. Asimismo, el gen lacZ esta
controlado por el promotor del gen pgsA.

Células competentes de YB886 fueron transformadas con ADN cromosomico de
SDBI110 y seleccionadas en placas de LB con eritromicina (1pg/ml.). Distintos clones
fueron analizados por PCR (utilizando los primers PGS-LZ) y uno de ellos (PGS1) fue

seleccionado para posteriores experimentos.
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XXVL.- Construccion de la cepa CL21:

Un fragmento del gen c/s2 conteniendo parte de su promotor y de su secuencia
codificante (desde la posicion -143pb hasta la posicion +460pb respecto al codon de inicio
de la traduccion) fue amplificado por PCR utilizando los primers C5 y C6 que poseen sitios
de restriccion para las enzimas FEcoRl y BamHI. Posteriormente, dicho fragmento fue
clonado en el plasmido pGEM-T (Promega) y amplificado en E. coli TG1. El plasmido
obtenido fue digerido con las enzimas de restriccion mencionadas y el fragmento de interés
fue ligado al plasmido pEC6 digerido con las mismas enzimas. La mezcla de ligacion fue
utilizada para transformar £. coli TG1. Finalmente, se seleccion6 un clon que llevaba al
plasmido (pCL31) con la construccion correcta (Figura 3).

El plasmido pCL31 fue purificado y utilizado para transformar células competentes de
B. subtilis YB886. La seleccion de las transformantes se realizo en placas de LB
conteniendo cloramfenicol Sug/ml. Un clon que llevaba la construccion correcta
interrumpiendo el gen amyFE fue seleccionado (cepa CL21). Para corroborar la interrupcion
en el gen amyFE los distintos clones se incubaron en LB + Almidon (1%) y se dejaron crecer
durante 16 horas. Luego se agrego6 lugol a las placas y se verifico que el clon elegido no

presentaba halo de degradacion de almidon.
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amyE Front

lacZ

pCL31
10403pb

cls2'

(-143pb +460pb)
amyE Back
Cm

Figura 3: Plaismido pCL31. Se indican las caracteristicas mas relevantes: Amp, resistencia a
ampicilina; Cm, resistencia a cloramfenicol, amyE Back y amyE Front, regiones 5’ y 3’
respectivamente del gen amyE de B. subtilis; lacZ, gen lacZ de E. coli con su propio ATG y con el
sitio de union a ribosomas del gen sacB de B. subtilis; cls2’: region del gen cls2 de B. subtilis
amplificada con los primers C5 y C6 que incluye desde la posicion -143pb hasta +460pb respecto al
codon de inicio de la traduccion. El fragmento c/s2’ esta clonado en los sitios £coRl y BamHI de
pEC6. pb: pares de bases.

XXVIL.- Medicion de actividad B galactosidasa:

Se tomaron alicuotas de 1 ml de los cultivos de interés y se centrifugaron durante 10
minutos a 10.000 rpm a 4°C. Luego, los pellets celulares se resuspendieron en buffer fosfato
25mM pH=8 y se los volvio a centrifugar. Posteriormente, las células se resuspendieron en
0.4 ml de buffer fosfato de Na 0.1M pH=7 conteniendo lisozima (5-10mg/ml). Se incubaron
las muestras a 37°C durante 20-30 minutos y luego se les agregd deoxicolato de sodio (1%
concentracion final). Las muestras se homogeneizaron por agitacion rapida para permitir que
las células se lisen. El extracto obtenido se llevo a 0.8 ml con Buffer Z 2x y se preincubaron

los tubos a 28-30 °C durante 10 minutos. Finalizada la incubacion, se agregd 0.2 ml de
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ONPG (4 mg/ml) preparado en buffer fosfato 0.1 M y los tubos se incubaron a 37°C hasta
desarrollo de color. Una vez desarrollado el color se frend la reaccion agregando 0.5 ml de
NaCOs IM. La densidad optica final fue medida a 420 nm.

Buffer Z (2X): Na,HPO,4 120 mM, NaHPO4 80mM, KCI 20mM, MgSO,4 7TH,0 2mM
y B-Mercaptoetanol 50mM.

La actividad especifica se calculo utilizando la siguiente formula:

Acsp= (1000 x Asz0) / (t X Agro) (13)

Donde A4z es la absorbancia de las muestras medidas a 420nm, t es el tiempo de la

reaccion y Aggo es la densidad optica de las células medida a 600nm.









Capitulo 1. Membranas: caracterizacion bioguimica. Introduccion.

C.- Envolturas:

La envoltura celular de las distintas especies del género Bacillus al igual que el resto de
las bacterias Gram positivas ¢onsiste en una estructura multilaminar en la cual se encuentran
la membrana citoplasmatica, la pared celular y en algunas especies (por ejemplo Bacillus
brevis, Bacillus sphaericus) una superficie proteica denominada “S layer”.

La biogénesis de las envolturas es uno de los procesos biologicos fundamentales
durante el crecimiento de los microorganismos, no obstante se sabe muy poco acerca de este
mecanismo. A pesar de ello, es evidente que el ensamblaje de los componentes de las
envolturas se produce sobre un templado provisto tanto por los lipidos y las proteinas de la
membrana plasmatica como por el peptidoglicano de la pared. Por lo tanto, el ensamblaje de
la envoltura celular no se lleva a cabo debido a una formacion de novo, sino a la extension a

partir de la insercion de diversos componentes sobre un molde preexistente en la célula.

C.1.- Pared Celular:

La composicion de la pared celular ha sido utilizada ampliamente como criterio
taxondmico. La misma contribuye con la forma, la estabilidad celular, las caracteristicas
serologicas de las distintas especies y con la capacidad de adsorcion de diversos
bacteriofagos.

Las paredes de las especies Gram positivas estan compuestas por peptidoglicano (30-
70 % del total de la pared celular), polisacaridos, acidos teicoicos y acidos teicuronicos
(Schleifer & Kandler, 1972). Estos ultimos son polimeros anionicos que le confieren a la
pared celular propiedades amfifilicas y son especificos de las Gram positivas.

El peptidoglicano, también denominado mureina, es la capa rigida que compone las
paredes de los organismos agrupados en el género Bacteria y que otorga la estabilidad fisica
a las células. En las bacterias Gram positivas la pared se encuentra formada por varias capas
de peptidoglicano. A diferencia de ello, las bacterias Gram negativas solo poseen en su pared
una unica capa del mismo. Existen algunos microorganismos como los micoplasmas y ciertas

bacterias hal6filas que no poseen peptidoglicano como componente de la pared celular.
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Acido teicoico

Proteina asociada a la pared 2 /

Acido lipoteicoico

Peptidoglicano

Membrana
citoplasmatica

Figura 4: Esquema de la superficie de una bacteria Gram positiva. Se indican los distintos
componentes.

Si bien la principal funcion de las envolturas celulares bacterianas es la de proteger el
protoplasma o citoplasma, también es fundamental en diversos procesos vitales para la célula
como el transporte de metabolitos y de iones, la transduccion de sefiales y el pasaje de
solutos entre el citoplasma y el medio circundante. Asimismo, diversos autores han descripto
que la composicion y la estructura de la pared celular varian con las condiciones de cultivo y
en consecuencia, su porosidad y su capacidad intercambiadora de iones (Op den Camp, 1985;
Wicken & Knox, 1975). Es posible ademas, que éstas variaciones afecten otras funciones

celulares relacionadas como la secrecion de proteinas y la autolisis.

C.1.1.- Peptidoglicano:
El peptidoglicano estd compuesto por cadenas de glicanos lineales entrecruzadas con

cadenas peptidicas. Los glicanos, compuestos por unidades alternadas de N-
acetilglucosamina y acido N-acetilmuramico, unidos por uniones glicosidicas a. 1-4.

En el peptidoglicano naciente (ain no entrecruzado) los grupos carboxilicos de cada
residuo de acido muramico forman una unién amida con el amino terminal de péptidos
cortos. En la mayoria de las especies del género Bacillus este péptido esta compuesto por
cinco aminoacidos, cuyo residuo amino terminal es cominmente la L-alanina. No obstante,
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pueden estar presentes el acido D-glutamico, el acido meso-diaminopimélico o dos residuos
de D-alanina (dimero). Los pentapéptidos pertenecientes a cadenas de glicanos adyacentes
pueden entrecruzarse por medio de una enzima (transamidasa) formando una estructura
macromolecular (Archibald ez al., 1993). Si bien la organizacion estructural basica de los
componentes de la pared se encuentra bastante conservada, existen diferencias substanciales
entre las distintas especies de microorganismos Gram positivos. La composicion del péptido,
en particular la identidad de los aminoacidos ubicados en la posicion tres, varia entre los
diferentes microorganismos. Los diferentes tipos de entrecruzamientos y la identidad del

aminoacido ubicado en dicha posicion han sido utilizados como un marcador taxonomico.

C.1.2.- Acidos teicoicos y lipoteicoicos:

Los polimeros anionicos como los acidos lipoteicoicos y teicoicos constituyen una
porcion importante de las paredes de la mayoria de las bacterias Gram positivas. Estos
polimeros participan en las interacciones electrostaticas y determinan las propiedades
polielectroliticas de la pared que son requeridas para la viabilidad y la morfogénesis normal
de la célula. Son capaces de concentrar cationes sobre la superficie celular y formar
complejos con proteinas funcionales durante la division celular. Se considera que estos
polimeros estan involucrados en el recambio de la pared celular, probablemente mediante la
regulacion de diversas enzimas involucradas tanto en la autdlisis como en la resintesis del
peptidoglicano.

Es importante mencionar que ademas de contener el peptidoglicano y los polimeros
anionicos, las paredes de las bacterias Gram positivas pueden contener proporciones
substanciales de proteinas unidas en forma covalente o no con el complejo peptidoglicano-
polimero anionico, junto con polisacaridos neutros y cationes que forman parte de la

estructura del polielectrolito.

Originariamente se describieron dos clases de polimeros anionicos: los acidos
teicoicos, en los cuales la carga negativa es provista por grupos fosfodiéster en las unidades
repetitivas del polimero, y los acidos teicuronicos, en los cuales el residuo carboxilico del
acido urdnico provee la carga negativa.

Las proporciones relativas de ambos tipos de polimeros pueden variar
considerablemente con las condiciones de cultivo, generando cambios correspondientes de
las propiedades quimicas de la pared. En la mayoria de las condiciones de cultivo estudiadas,
el polimero anionico predominante en las paredes de Bacillus es el acido teicoico. Existen

49




Capitulo 1. Membranas: caracterizacion bioquimica. Introduccion.

diferentes acidos teicoicos, pero el mas comiunmente observado es un polimero de glicerol

fosfato (Archibald et al., 1993).

Los acidos teicoicos constituyen los antigenos de pared de las bacterias Gram positivas,
poseen relevancia taxonomica y se encuentran unidos covalentemente al peptidoglicano de la
pared celular. Desde el punto de vista quimico, como ha sido mencionado previamente, son
polimeros constituidos por glicerol o por ribitol fosfato, los cuales a su vez pueden estar
sustituidos por azicares o aminoacidos (principalmente alanina).

La presencia de los acidos teicoicos como componente de las paredes celulares fue
establecida en 1960. Diez afios después fueron descubiertos los acidos lipoteicoicos, también
denominados acidos teicoicos de membrana o acidos teicoicos del glicerol. Los acidos
lipoteicoicos se encuentran distribuidos mayoritariamente entre los microorganismos Gram
positivos y hasta el presente no han sido descriptos en los Gram negativos. Su biosintesis es
completamente diferente a la de los acidos teicoicos y la misma se encuentra altamente
relacionada con la sintesis y el recambio de los fosfolipidos de la membrana citoplasmatica
(Lengeler et al., 1999).

El principal componente que diferencia los acidos lipoteicoicos de los acidos teicoicos
es la porcion lipidica que se encuentran unida covalentemente a la cadena polar. Dicha
porcion lipidica que consiste normalmente en un glicolipido, un fosfoglicolipido o
simplemente en un diacilglicerol, ancla a los acidos lipoteicoicos en la membrana
citoplasmatica.

En B. subtilis los acidos lipoteicoicos consisten en una cadena de poliglicerofosfatos de
24 a 33 unidades fosfodiéster unidas covalentemente por su parte terminal al lipido de
anclaje y en algunos casos sustituidos por ésteres de alanina o grupos glicosidicos (galactosa,
glucosa o N-acetilglucosamina). Cabe mencionar que la porcion del poliglicerolfosfato es lo
suficientemente extensa como para penetrar la capa de peptidoglicano y alcanzar la superficie
bacteriana.

Distintos autores han detallado la relacion existente entre los glicolipidos y
fosfoglicolipidos presentes en las membranas citoplasmaticas y los acidos lipoteicoicos de 33
especies Gram positivas incluyendo al género Bacillus (Koch et al., 1983; Op den Camp,
1985). Con respecto al rol que cumplirian dichos polimeros anionicos se ha descripto que la
interaccion de las bacterias con otras células y superficies es un evento complejo en el cual

operan diversas fuerzas, tanto repulsivas como atractivas. Dentro de estas fuerzas se incluyen
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las interacciones especificas con receptores celulares, la carga neta de superficie y la
hidrofobicidad de la superficie celular.

El caracter hidrofobico de las superficies bacterianas posee un rol importante en su
interaccion con otras superficies celulares asi como con superficies inertes. Si bien la
naturaleza de los componentes que otorgan la hidrofobicidad a la superficie bacteriana aun
no ha sido identificada, se ha sugerido que los acidos lipoteicoicos estarian involucrados en
dicha hidrofobicidad (Op den Camp, 1985). Un ejemplo de ello son los acidos lipoteicoicos
presentes en S. pyogenes que en asociacion con la proteina M de la pared celular son
importantes en la adhesion de dicho microorganismo a la célula huésped y en la resistencia

del mismo a la fagocitosis (Lengeler ef al., 1999).

C.2.- Membrana citoplasmatica:

En lo que respecta a las membranas, se ha descripto que la membrana externa de las
bacterias Gram negativas actua no solamente como una barrera semipermeable excluyendo
antibioticos potencialmente dafiinos y enzimas hidroliticas como la lisozima, sino que
también constituyen el soporte de importantes enzimas metabolicas que se encuentran
localizadas entre la membrana externa e interna (van Voorst & de Kruijff, 2000).

En las bacterias Gram positivas, en las cuales la membrana externa se encuentra
ausente, la pared celular presenta propiedades de intercambio de iones y de permeabilidad
que ofrecen un grado de proteccion, en algunos casos, analogo al provisto por la membrana

externa de las Gram negativas.

La membrana citoplasmatica cumple funciones metabolicas esenciales ademas de
cumplir un rol como barrera fisica (encapsulando al citoplasma). Dicha variedad de
funciones incluye la exclusion de compuestos toxicos, el mantenimiento y la regulacion de la
presion de turgencia, contener enzimas asociadas a la membrana, el intercambio vy
procesamiento de informacion, la transduccion de energia, la motilidad celular, el
crecimiento, la diferenciacion, y finalmente los procesos relaciones con la toma de nutrientes
del medio exterior, ademas de la exportacion de productos metabolicos y de los bloques de
construccion de la sintesis de la pared.

La mayoria de las funciones celulares se encuentran de alguna manera conectadas a
eventos de transporte y/o son dependientes de éstos. Esta caracteristica es un reflejo de la

marcada conservacion de la mayoria de los principios fundamentales descriptos en los
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transportes de membrana y para los procesos de sensado, desde las células procariotas hasta
los mamiferos superiores.

La estructura de la membrana citoplasmatica se encuentra gobernada principalmente
por interacciones complejas entre la bicapa lipidica y las proteinas de membrana integrales y
periféricas. Estas interacciones estan en un estado dinamico, al cual se llega mediante
diversos flujos asociados a las funciones de la membrana y a la movilidad de sus

componentes individuales.

C.2.1.- Lipidos:
El rol de los lipidos es relevante en la estructura de las membranas citoplasmaticas. Los

mismos intervienen sobre la modulacion de actividades proteicas, la insercion de proteinas a
la membrana, la endo y exocitosis, la formacion de dominios, la sefializacion por medio de
segundos mensajeros y el anclaje de proteinas a la superficie (van Voorst & de Kruijff 2000;
Huijbregts et al., 2000).

Dentro de la dinamica de las membranas se incluyen la cadena transportadora de
electrones, la agregacion de proteinas ligando-inducidas, la endocitosis mediada por
receptores, el reciclaje, el movimiento celular y los cambios estructurales de las proteinas.
Los lipidos no poseen un rol estatico en dichos procesos celulares sino que son activos
participantes que influyen en las propiedades de las proteinas asociadas a la membrana y
sirven como precursores de importantes componentes celulares. No obstante, debido a que
los lipidos no poseen actividad catalitica, uno de los mayores desafios ha sido desarrollar
enfoques alternativos para poder estudiar el rol especifico de los mismos sobre las funciones
celulares (Dowhan, 1997).

Los lipidos son biomoléculas insolubles en agua que presentan solubilidad elevada en
disolventes organicos. Tienen diversas funciones biologicas como moléculas combustibles,
como almacenes de energia altamente concentrada y como componentes de las membranas.
A diferencia de las proteinas de membrana, practicamente se desconoce el mecanismo de
transporte de los lipidos sintetizados de novo y como ocurre la distribucion de los mismos en
la membrana.

Se considera que los lipidos constituyen los bloques de construccion de todas las
biomembranas existentes en la naturaleza. Las variaciones en la composicion de las cabezas
polares y de las cadenas parafinicas de los mismos dan lugar a cientos de especies de lipidos
diferentes. Esta diversidad apoya a lo expresado con anterioridad, sugieriendo que los lipidos

ademas de cumplir un rol como barrera hidrofobica entre el exterior y el interior celular,
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poseen otra funcion celular. Se sabe que la naturaleza polar de la cabeza es importante en la
interaccion de dichos lipidos con las proteinas de membrana. Las cabezas acidicas del
fosfatidilglicerol (PG), el acido fosfatidico (PA), la fosfatidilserina (PS) y el fosfatidilinositol
(PI) dan lugar a interacciones electrostaticas con residuos de proteinas cargados
positivamente (en particular con residuos de lisinas y argininas). Por su parte, las proteinas
también afectan el comportamiento de los lipidos ya que la presencia de ciertas proteinas
impide que se produzcan transiciones de fases a estructuras lipidicas no lamelares como las
fases hexagonales, las cibicas, etc (van Hoorst & de Kruijff, 2000).

La disminucion local del pH de una membrana conteniendo lipidos acidicos podria
favorecer un aumento de la protonacion de las cadenas laterales proteicas cargadas
negativamente facilitando de esta manera su insercion dentro de la bicapa. Asimismo, el
tamaiio de la cabeza polar es de gran importancia ya que cuanto mayor es su tamafio menor
sera el espacio disponible en la bicapa para la insercion de proteinas.

La diversidad de los lipidos puede racionalizarse en base a que la funcion de las
proteinas integrales estaria modulada por la fluidez local de la membrana y/o por la
composicion de los lipidos que interaccionan con éstas. Estas funciones han sido descriptas
por medio de las observaciones que demostraron que ciertas proteinas integrales requieren un
ambiente fosfolipidico fluido para su funcionamiento y que dichas funciones se encuentran

inhibidas en el estado gel de la membrana (Cullis & De Kruijff, 1979).

C.2.2.-_Fosfolipidos:

Los fosfolipidos son los componentes mayoritarios en todas las membranas biologicas
y en su mayoria son derivados del glicerol, por lo que se los denomina fosfoglicéridos. Un
fosfoglicérido esta constituido por un esqueleto de glicerol, dos cadenas de acidos grasos y
un alcohol fosforilado. La longitud y grado de saturacion de las cadenas de los acidos grasos
en los lipidos de la membrana tienen un profundo efecto en la fluidez de la misma. Ademas,
el largo de las cadenas de acidos grasos debe corresponderse con los segmentos hidrofobicos
de las proteinas de membrana para lograr que las mismas se ubiquen correctamente.

Por otra parte, la combinacion de las cadenas parafinicas y el tamaiio de la cabeza polar
determinan la forma del fosfolipido. Por ejemplo, un fosfolipido como la di-oleil-
fosfatidilcolina (DOPC) y el di-oleil-fosfatidiglicerol (DOPG) tienden a organizarse en
bicapas (o fase lamelar) ya que el area ocupada por la cabeza polar es similar a la ocupada
por los acidos grasos. Sin embargo, algunos detergentes y lisofosfolipidos tienden a

organizarse en micelas con los acidos grasos ocupando el centro de las mismas, puesto que
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en este caso el area ocupada por la cabeza polar excede a la de los acidos grasos. Por otra
parte, fosfolipidos con cabezas polares pequefias tienden a organizarse en estructuras no
lamelares del tipo hexagonal (Hy). También es importante la composicion del medio en el
que se encuentran los fosfolipidos ya que por ejemplo la cardiolipina (CL) que normalmente
se comporta como un lipido que forma fases lamelares, es capaz de adoptar una estructura de
fase hexagonal (Hy) ante la presencia de iones divalentes.

Sin embargo, a pesar de lo mencionado en parrafos anteriores, una membrana biologica
se encuentra compuesta por fosfolipidos capaces de formar diferentes estructuras y a lo largo
de la cual se insertan proteinas para formar una bicapa. El punto de transicion de una bicapa
a una estructura no lamelar esta regulada fisiologicamente por una modulacion en la
composicion de la misma. No obstante, esta adaptacion influiria sobre la presion lateral de la
membrana (por ejemplo por un aumento en el grado de insaturacion de los lipidos) (Cantor,
1997). Los cambios que podrian producirse en la presion lateral debido al cambio en su
composicion lipidica interferirian con cambios conformacionales y por consiguiente

funcionales de las proteinas inmersas en la bicapa.

C.2.3.-_Fosfolipidos en Bacillus subtilis: Biosintesis.

Los fosfolipidos predominantes en la mayoria de las especies del género Bacillus han
sido descriptos por Bishop y colaboradores (1967) y Op den Kamp y colaboradores (1969) y
por nuestro laboratorio (Lopez et al, 1998). Ellos son: fosfatidilglicerol,
fosfatidiletanolamina (PE) y difosfatidilglicerol o cardiolipina. Existen algunas diferencias en
la composicion de fosfolipidos dentro del género, estando ausente generalmente la
fosfatidilcolina (PC) (Op den Kamp ef al, 1969). En algunas especies de Bacillus se
encuentran presentes fosfolipidos de naturaleza basica que tendrian el rol de mantener el pH
en la membrana (Gould & Lennarz 1970), como el lisilfosfatidilglicerol (LysPG). La
composicion lipidica (en particular la de lipidos polares) puede ser afectada cuali y
cuantitativamente por diversos factores del cultivo, incluyendo la composicion del medio, las
condiciones fisicas y el tiempo de incubacion al momento de cosechar (Op den Kamp ef al.,
1969; Gould & Lennarz, 1970; Rusell N. J. et al. 1995).

Ademas de la presencia de los fosfolipidos mencionados, dentro del género Bacillus
también se ha descripto la presencia de glicolipidos, en particular diglucosildiacilglicerol y
monoglucosildiacilglicerol (Brundish et al., 1965; Bishop et al., 1967, Op den Kamp et al.,
1969) (Figura 5).
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Figura 5: Estructura de los principales fosfolipidos y del glicolipido. PA: acido fosfatidico; PE:
fosfatidiletanolamina; PG: fosfatidilglicerol; CL: cardiolipina; DGDG: diglucosildiacilglicerol. No
se muestra la estructura del lisilfosfatidilglicerol el cual se sintetiza a partir de la transferencia de una
molécula de lisina al fosfatidilglicerol.

Existen evidencias de que la biosintesis de la mayoria de los lipidos bacterianos se
lleva a cabo por mecanismos similares a los encontrados en plantas o animales. Sin embargo,
ciertas vias aun siguen siendo exclusivas de los microorganismos. No es sencillo hacer
generalizaciones acerca de la naturaleza Ginica o universal de los mecanismos de biosintesis
de los lipidos microbianos. Actualmente se esta tratando de establecer la identidad de varios

de estos lipidos, y de las vias por las cuales dichas sustancias son sintetizadas. El grupo de
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lipidos microbianos que ha recibido la mayor atencion en lo que respecta a su biosintesis es
el de los fosfatidos o fosfolipidos.

En la biosintesis de los fosfolipidos mayoritarios de B. subtilis, el fosfatidilglicerol es
importante puesto que es uno de los intermediarios claves en la biosintesis de los demas
fosfolipidos (Figura 6).

El fosfatidilglicerol sirve como precursor biosintético en al menos tres reacciones: i)
formacion de aminoacil fosfatidilglicerol; ii) sintesis de cardiolipina, y fosfoglicolipidos (en
algunsa especies) y iii) transferencia de sn-glicerol-1 fosfato no acilado hacia sustancias no
lipidicas durante la sintesis de acidos lipoteicoicos. El diacilglicerol resultante de la ultima
reaccion, puede ser utilizado para la sintesis de fosfatidilglicerol u otros lipidos (Op den
Camp, 1985).
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Figura 6: Biosintesis de fosfolipidos en B. subtilis.
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CDP: citidina difosfato; CTP: citidina trifosfato; ACP: proteina transportadora de acilo;
CMP: citidina monofosfato; UDP: uridina difosfato; PPi: pirofosfato; Pi: foforo inorganico;
DAG: diacilglicerol, MGDAG: monoglucosildiacilglicerol; DGDG: diglucosildiacilglicerol,
tRNA: acido ribonucleico de tranferencia; Lis tRNA: acido ribonucleico de tranferencia
cargado con una molécula de lisina. Se indican los genes que codifican (o codificarian) las
enzimas involucradas en cada paso metabdlico en esta especie.

C.2.4.- Acidos grasos en Bacillus subtilis: Biosintesis.

En lo que respecta a la composicion de acidos grasos del género Bacillus se sabe que
los acidos grasos insaturados son generalmente minoritarios siendo los acidos grasos
ramificados los principales constituyentes de las membranas citoplasmaticas (Kaneda, 1963,
de Mendoza et al., 1993). Los acidos grasos mayoritarios son los ramificados de las series
anteiso C15 e iso C17. Los acidos grasos ramificados que poseen un grupo metilo en la
antepenultima posicion pertenecen a la serie anteiso y los que la presentan en la penultima
posicion a la serie iso.

De las especies de Bacillus estudiadas por Kaneda en 1967, al menos 22 contienen
acidos grasos saturados iso y anteiso como componentes mayoritarios de los lipidos (60-90
% del total de acidos grasos). Estos acidos grasos ramificados también se encuentran
presentes en algunas especies de microorganismos Gram negativos y en organismos
superiores (plantas, hongos patogenos, etc). Es importante sefialar que la composicion de
acidos grasos de las bacterias incluyendo al género Bacillus es significativamente diferente a
la de los organismos superiores pues ninguna posee acidos grasos poliinsaturados
(exceptuando al género Mycobacterium).

Las funciones de los acidos grasos ramificados han sido estudiadas desde diferentes
enfoques:

1)- como sustratos para la biosintesis de fosfolipidos

i1)- como componentes que contribuyen a la fluidez de los fosfolipidos, y

ii1)- como contribuciones conformacionales globales a la estructura de la membrana

El mantenimiento de las propiedades fluidas de los lipidos de la membrana es
importante en el crecimiento de los microorganismos y este fenomeno es regulado por la
composicion de acidos grasos.

Es importante destacar que los puntos de fusion de los acidos grasos ramificados son
generalmente mas bajos que los acidos grasos lineales con el mismo numero de atomos de
carbono. En particular los puntos de fusion de las series anteiso son de 25 a 30 °C menores
que los de las series normales. En cambio, los puntos de fusion de las series iso, son

solamente un poco menores que los correspondientes a las series normales. Por otra parte, es
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altamente probable que las metil ramificaciones jueguen un rol importante en la interaccion
entre los grupos hidrofobicos de otros componentes de la membrana, como las proteinas o los

glicopéptidos, para formar estructuras transitorias requeridas para su funcionamiento.

La formacion de acidos grasos ramificados tiene una importante relacion con el
metabolismo de los aminoacidos. La existencia de diversas cadenas ramificadas y la posible
variacion en las proporciones de varios de los componentes ramificados, pueden ser
significativas como indicadores de distintos mecanismos metaboélicos y han sido utilizados en
muchos casos como identificacion taxonoémica de las especies bacterianas.

En la mayoria de los organismos, la sintesis de novo de los acidos grasos es llevada a
cabo por condensaciones repetidas de malonilcoenzima A (CoA) con acetilCoA catalizadas
enzimaticamente por la acido palmitico sintasa.

La reaccion puede ser expresada por la siguiente ecuacion:

acetilCoA + 7 MalonilCoA + 14 NADPH + 20 H* ——  ac. palmitico + 7 CO,
+ 14 NADP" + 8 CoA
+6 Hzo

Las sintasas de acidos grasos en el género Bacillus son diferentes de las acido palmitico
sintasas. Las cadenas iniciadoras en el caso de Bacillus son ramificadas y cuando estos
microorganismos son crecidos en medios convencionales se utilizan los ésteres de acilCoA
ramificados de cadenas cortas en vez de acetilCoA. Por lo tanto, en este caso, los acidos
grasos producidos son los pertenecientes a la serie iso C 14y C 16, iso C 15 y C 17 y anteiso
C15yC17.

La reaccion puede ser representada de la siguiente manera:

isobutirilCoA + 6 MalonilCoA + 12 NADPH + 16 H*

iso Cl16 + 6 CO,
+ 12 NADP" + 7 CoA
+ 5 H,0

La concentracion de malonil CoA presente en el citoplasma de la célula determina el
largo de la cadena de los acidos grasos sintetizados. Es importante destacar que en este
proceso de extension de la cadena hidrocarbonada no existen diferencias entre la sintasa de

acidos grasos ramificados y la sintasa de acidos grasos lineales.
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En bacterias, los acidos grasos insaturados son sintetizados por una via aerdbica
involucrada en la directa desaturacion de los acidos grasos saturados, o por una via
anaerdbica que involucra la elongacion de acidos grasos insaturados de cadena mediana. En
las especies del género Bacillus, son sintetizados por la via aerdbica. Los acidos grasos
monoinsaturados mas comunes en la naturaleza son los isomeros A9, y en algunas especies
de Bacillus también han sido descriptos acidos grasos inusuales como los isomeros A5, A8 y
A10 (Kaneda, 1977).

Existen diversos factores que afectan las proporciones de las series de acidos grasos
ramificados y pueden clasificarse en tres grupos (Figura 7)

i)- la concentracion relativa de las tres cadenas iniciadoras hacia la sintesis de acidos
grasos en la etapa C.

ii)- la disponibilidad de las cadenas iniciadoras de las vias endogenas (via Al y B) y

exogenas (vias A2, By D).

iii)- la concentracion de la cadena de extension (dador C2)

El factor i) es caracteristico de cada acido graso sintasa y es un valor fijo para cada
microorganismo. Los factores ii) e iii) son variables y dependen tanto de las condiciones
fisiologicas del microorganismo como del medio de cultivo.

La mayor parte de los acidos grasos del género Bacillus esterifican a los fosfolipidos de
las membranas. Las propiedades de los fosfolipidos dependen de la distribucion de los acidos
grasos entre las posiciones 1 y 2 del glicerol, del fosfoderivado en la posicion 3 y del estado
fisico de los acidos grasos. El mecanismo por el cual los acidos grasos son incorporados
preferencialmente en una u otra posicion en los fosfolipidos es aun desconocida. Sin
embargo, se requieren cadenas ramificadas de acidos grasos de C14 y C15 en la posicion 2

de los fosfolipidos para obtener un crecimiento bacilar normal (O’Leary, 1967).
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Figura 7: Esquema de la via involucrada en la biosintesis de 4cidos grasos ramificados en
B. subtilis.
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1.- Cambios producidos en las envolturas de B. subtilis como consecuencia del

crecimiento bajo estrés osmotico.

Se ha descripto que la composicion de las membranas de B. subtilis varia con las
condiciones de crecimiento, al igual que lo observado en otros microorganismos (Op den
Kamp et al, 1969). Los cambios producidos en la composicion de fosfolipidos y de acidos
grasos permitiria mantener a la membrana citoplasmatica en liquido-cristalina en respuesta al
estrés impuesto.

Los experimentos que se detallan a continuacion constituyen los resultados obtenidos
durante la caracterizacion morfologica y bioquimica de las células de B. subtilis crecidas
bajo condiciones normales, (en el medio de cultivo LB) y de estrés osmotico (en el mismo

medio suplementado con NaCl).

1.1.- Caracterizacion del crecimiento de B. subtilis en un medio hipersalino:

1.1.1.- Curvas de crecimiento en respuesta a distintas concentraciones de NaCl

presentes en el medio de cultivo:

Una de las primeras evidencias que indicaban que bajo condiciones de estrés osmotico
se producian modificaciones morfolégicas en cultivos de B. subtilis fue la observacion de
una extensa filamentacion celular (Lopez er al., 1998). La sensibilidad diferencial a
antibioticos y la capacidad de ser lisado por bacteriofagos virulentos o temperados que
presenta este microorganismo cuando se cultiva en un medio hipersalino, nos condujo a
pensar que se podria producir algun cambio en la composicion de las envolturas bajo estas
condiciones de crecimiento.

Se realizaron curvas de crecimiento de la cepa salvaje YB886 de B. subtilis utilizando
distintas concentraciones de NaCl para determinar si existian cambios en el tiempo de
duplicacion.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 8.
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Figura 8: Curvas de crecimiento de la cepa de B. subtilis YB886. La densidad optica fue medida a
600 nm. Las distintas curvas representan el crecimiento de B. subtilis en el medio de cultivo LB
suplementado con distintas concentraciones molares de NaCl. Control: medio LB sin adicion de
NaClL

El aumento de la concentracion de NaCl en el medio de cultivo trae aparejado una
demora en el crecimiento del microorganismo. En el medio conteniendo 0.75M de NaCl no
se observan diferencias respecto al control; sin embargo, a medida que aumenta la
concentracion de NaCl en el medio de cultivo se observan diferencias significativas. En las
curvas de 1.25 y 1.5M NaCl las demoras en la iniciacion del crecimiento celular van de 3 a 4
horas respectivamente. Ademas de la demora en la iniciacion del crecimiento, a altas
concentraciones de NaCl se observa un aumento en el tiempo de duplicacion de las células.
La densidad optica final alcanzada por las células crecidas en NaCl (DO ¢oonm = 0.8-2.0) es

menor a la obtenida en los cultivos controles.

1.1.2.- Morfologia celular:

A partir de estos primeros resultados se realizé un estudio morfologico de las células
crecidas bajo las condiciones normales y de estrés por medio de la microscopia electronica
de transmision.

Mediante esta técnica pudimos observar que durante el crecimiento de B. subtilis bajo
condiciones de estrés osmotico se desarrolla en este microorganismo un septo de division

celular ubicado de manera asimétrica (Figura 9).
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Septo de divisién asimétrico

Septo de division
asimétrico

Figura 9: Microscopia electrénica de transmision de la cepa YB886 crecida bajo condiciones
normales y de estrés osmotico. A células crecidas en medio LB (control) aumento 50.000 y B
células crecidas en LB+1.5M NaCl aumento 12.000.

Si bien la formacion del septo es esencial durante las primeras etapas de esporulacion
(como ha sido detallado en la introduccion general de esta tesis) bajo las condiciones de
crecimiento estudiadas el porcentaje de esporulacion determinado es menor al 1% (Ruzal &
Sanchez-Rivas, 1994). Este resultado estaria indicando que cuando B. subtfilis es crecido bajo
condiciones de estrés osmético el fenomeno de esporulacion es capaz de iniciarse, pero no
puede completarse debido a que un/os factor/es aiin no identificados, detiene/n a la célula en
el estadio II de esporulacion (Ruzal ef al., 1998)
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Asimismo, se observd que el crecimiento en medios hipersalinos induce un
engrosamiento de la pared celular en comparacion con el control crecido en condiciones
normales. Este cambio podria ser uno de los factores que impiden que el microorganismo sea
infectado por bacteriofagos y que el mismo sea resistente a una serie de enzimas hidroliticas

como la lisozima.

1.2.-_Caracterizacion de los lipidos polares presentes en B. subtilis crecido en_altas

concentraciones salinas:

A partir de las curvas de crecimiento observadas en la Figura 8 se decidio realizar el
crecimiento de B. subtilis en el medio LB como control y el mismo medio suplementado con
1.5M de NaCl como condicion de estrés. Esta ultima condicion es la mas estricta que permite
el crecimiento del microorganismo. Los cultivos se realizaron en agitacion permanente a

37°C hasta que los mismos llegaban a las distintas fases de crecimiento testeadas.

1.2.1.- Caracterizacion de los lipidos polares de B. subtilis:

Durante el desarrollo de este trabajo fue necesario poner a punto la separacion de los
lipidos polares de B. subtilis utilizando distintos tipos de placas cromatograficas y distintos
sistemas solventes de desarrollo. Las condiciones de separacion utilizadas son las que se
detallan en materiales y métodos y en el pie de la Figura 10. Como se observa en esta figura
se logro optimizar la separacion de los lipidos polares mayoritarios en B. subtilis. En el
sistema solvente descripto los fosfolipidos, los aminolipidos y el glicolipido presentes en esta
cepa se separan en su totalidad.

Los fosfolipidos presentes en esta cepa de B. subtilis son los mismos que han sido
identificados en otras especies del género Bacillus. fosfatidilglicerol (PG),
fosfatidiletanolamina (PE), lisilfosfatidilglicerol (LysPG) y cardiolipina (CL). Ademas de
estos fosfolipidos, la cepa en estudio contiene un glicolipido (diglucolsildiacilglicerol) en su
membrana. Estos resultados concuerdan con los publicados por Bishop y colaboradores
(1967) y por Op den Kamp y colaboradores (1969) en otras cepas de esta especie. Asimismo,
en esta figura se puede observar que el perfil de lipidos de las bacterias crecidas bajo

condicion de estrés es similar al observado en el control.
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R PR | WON

wt wt+NaCl

Figura 10: HPTLC: Patrén de lipidos polares. HPTLC Silicagel 60 / F 254 Merck Articulo n°
5628. Sistema solvente de desarrollo Cloroformo: Metanol: Ac. Acético (65:25:5; v:v:v). CL:
cardiolipina, DGDG: diglucolsildiacilglicerol, PG: fosfatidilglicerol, PE: fosfatidiletanolamina y
LysPG: lisilfosfatidilglicerol.

wt: cepa salvaje crecida en LB (fase estacionaria).

wt+NaCl: cepa salvaje crecida en LB+1.5M NaCl (fase estacionaria).

1.2.1.1.- Cuantificacion de los lipidos polares extraidos a partir de células enteras de

B. subtilis:

Los fosfolipidos y el glicolipido se cuantificaron separando de las placas las manchas
que fueron identificadas con distintas soluciones reveladoras (vapores de iodo, ninhidrina y
orcinol). Las mismas fueron luego cuantificadas realizando determinaciones de fosforo y de
azicares como se detalla en Materiales y Métodos.

La composicion de los lipidos polares se analizo durante la fase estacionaria, la fase
exponencial y una hora después de que las células ingresaron en la fase estacionaria de
crecimiento. En la Figura 11 se pueden ver los resultados obtenidos para la cepa salvaje
durante estas fases cuando las células fueron crecidas en el medio LB y en el medio

hipersalino.
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Figura 11: Composicion porcentual de los fosfolipidos extraidos a partir de células enteras de
B. subtilis en distintas fases de crecimiento crecidas en medio normal y en medio hipersalino.
Los datos representan el promedio y el desvio estandar de al menos tres determinaciones
independientes. wt exp.: cepa wt cosechada en la fase exponencial de crecimiento. wt T+1: cepa wt
cosechada una hora después de que las células ingresaron a fase estacionaria. wt estac.. cepa wt
cosechada en la fase estacionaria. wt+NaCl exp.: cepa wt crecida en presencia de 1.5M NaCl y
cosechada en la fase exponencial. wt+NaCl estac.: cepa wt crecida en presencia de 1.5M NaCl y
cosechada en la fase estacionaria.

Como se puede observar en esta figura existe un incremento gradual en el porcentaje
de CL y de PG en la membrana de la cepa YB886 crecida bajo condiciones normales a
medida que las células ingresan a la fase estacionaria de crecimiento. Por otra parte, existe
una marcada disminucion en el contenido de PE, probablemente debido a la variacion en el
metabolismo fosfolipidico que estaria favoreciendo la acumulacion de fosfolipidos anionicos
(PG y CL) (Figura 6).

Cuando B. subtilis se crecio bajo condiciones de hipersalinidad, se observo una
importante variacion en los porcentajes de CL y de PG en las fases analizadas. La CL es el
fosfolipido mayoritario de la membrana celular en la fase estacionaria en el medio
hipersalino. A diferencia de ello, y como fue previamente descripto, el PG es el fosfolipido
mayoritario cuando la cepa es crecida en el medio LB en esta fase. La CL aumenta desde un
25% en LB a un 45% en LB+1.5M NaCl.

Del mismo modo, cuando se estudia la composicion de la membrana de las células de
la fase exponencial crecidas en el medio hipersalino se observa que la CL aumenta de un 8%

a un 28% en respuesta al estrés. La disminucion determinada en el porcentaje de PE en esta
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misma fase en presencia de NaCl indicaria que el metabolismo de este fosfolipido se altera
bajo las condiciones de estudio.

No se observan diferencias en el contenido de LysPG en ambas condiciones de
crecimiento y en las distintas fases estudiadas. Resultados similares fueron descriptos en
Staphylococcus aureus donde se describe la estabilidad en el contenido de LysPG en las
membranas celulares independientemente de las condiciones de crecimiento y del tiempo de
incubacion (Gould & Lennarz, 1970).

En conjunto, estos resultados estarian indicando que existe un cambio en el
metabolismo del PG en B. subtilis como consecuencia del crecimiento hipersalino, siendo
éste fosfolipido uno de los principales componentes del metabolismo lipidico de esta especie

(Figura 6). Consecuentemente se produce un cambio en las proporciones de sus derivados.

1.2.1.2.- Fosfolipidos anionicos:

Recientemente, diversos trabajos han estudiado la importancia de los lipidos anionicos
en la actividad de varias proteinas involucradas en la respuesta a estrés osmotico en distintos
microorganismos: la quinasa KdpD de £. coli (Stallkamp et al., 1999), el transportador de
betaina BetP de Corynebacterium glutamicum (Rubenhagen ef al., 2000) y el transportador
OpuA de Lactococcus lactis (van der Heide & Poolman, 2000).

Para determinar si en las condiciones de crecimiento estudiadas existen variaciones en
el contenido total de fosfolipidos anidnicos, se compararon los valores obtenidos para cada
fase (Tabla 5).

Cepa y condicion Fase de X PG+ CL
de crecimiento crecimiento
wt exponencial 33.93 + 5.09
wt T+1 50.64 + 5.76
wt estacionaria 65.28 + 4.66
wt + NaCl exponencial 54.34 + 5.50
wt + NaCl estacionaria 77.50 £ 5.71

Tabla 5: Concentracion de fosfolipidos anionicos en las membranas de B. subtilis crecidas a
distintas fases de crecimiento en medio normal y en medio hipersalino.
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Cuando se comparan los valores obtenidos en esta tabla se observa que existe una
tendencia a aumentar la concentracion de fosfolipidos anionicos en B. subtilis a medida que
las células ingresan a la fase estacionaria de crecimiento.

Estudios previos realizados en la misma cepa demostraron que su osmorresistencia
depende de la fase de crecimiento (Ruzal & Sanchez-Rivas, 1994). En particular, en ese
trabajo se demostro que las células que se encuentran en la fase exponencial son mas
sensibles a la presencia de NaCl, que las que se encuentran en la fase estacionaria.

Por otra parte, cuando se comparan los datos obtenidos durante la fase exponencial de
crecimiento de ambas condiciones, se observa un aumento de 1.5 veces en los fosfolipidos
anionicos cuando las células son crecidas bajo condiciones de estrés. A diferencia de ello,
durante la fase estacionaria solo existe un aumento de 1.2 veces en dichos fosfolipidos entre
ambas condiciones.

Los resultados presentados en la Tabla 5 acerca de la composicion de fosfolipidos
anionicos, estarian indicando que los mismos cumplirian un rol durante el crecimiento en alta
osmolaridad en esta especie. El analisis de esta hipotesis se determinara en el capitulo 3 de

esta tesis.

1.2.1.3.- Cuantificacion del glicolipido:

La cuantificacion del diglucosildiacildiglicerol (DGDG) presente en las condiciones de

crecimiento estudiadas se muestran en la Figura 12.
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Figura 12: Relacion glicolipido/fosfolipido presentes en las membranas de B. subtilis crecidas en
medio normal y en medio hipersalino en distintas fases de crecimiento. Las referencias son las
mismas que las de la Figura 11.
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Como se puede observar en esta figura, existe una tendencia a aumentar la
concentracion del DGDG a medida que las células de B. subtlis ingresan a la fase
estacionaria en condiciones normales y de hipersalinidad.

El DGDG esta involucrado, al igual que el PG, en la biosintesis de los acidos
lipoteicoicos de la pared bacteriana. Sin embargo, es el DGDG el que se encuentra
comprometido en el anclaje de los mismos a la membrana y este resultado podria estar
relacionado con el aumento del grosor observado en la pared celular de B. subtilis (Figura 9
B) y en la resistencia determinada a diversas enzimas hidroliticas durante el crecimiento en
hipersalinidad.

Un aumento similar en la proporcion de glicolipidos ha sido descripto en las

membranas de Saccharomyces cerevisiae crecidas bajo estrés por NaCl (Sharma et al., 1996)

1.3.- Relacion entre fosfolipidos y proteinas de membrana:

Para determinar si se producen variaciones en la relacion entre fosfolipidos y proteinas
se aislaron membranas de B. subtilis y se determino el contenido de proteinas y de fosforo

lipidico en las diferentes condiciones de crecimiento.

Cepa pg Proteina / pg Foésforo
Lipidico

wt 40.7+10.6

wt + NaCl 303+11.8

Tabla 6: Relaciones fosforo lipidico/proteinas de membrana. Los datos representan el promedio y
el desvio estandar de cinco determinaciones independientes.

Los resultados de la Tabla 6 indican que no se observan diferencias significativas en la
relacion fosfolipidos/proteinas de membrana entre wt y wt + NaCl. Sin embargo, es
importante mencionar que se observan diferencias en los perfiles de las proteinas de
membrana obtenidos mediante geles de poliacrilamida entre ambas condiciones de
crecimiento. Recientemente, varios laboratorios han descripto que diversos genes que
codifican para proteinas de membrana se inducen en diferentes condiciones de estrés.
(Petersohn et al., 1999, Price ef al., 2001).
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1.4.- Acumulacion de glicerol como consecuencia del cambio en el metabolismo del

PG:

Como fue previamente descripto, un aumento en la osmolaridad externa del medio de
cultivo en B. sublilis es capaz de producir instantaneamente un flujo de potasio hacia el
interior celular, incrementandose la concentracion citoplasmatica del mismo. Puesto que
concentraciones elevadas de iones pueden interferir con el metabolismo normal de las
células, éstas acumulan grandes cantidades de osmolitos celulares. Estos osmolitos no
interfieren con la fisiologia normal del microorganismo y de esta manera las células son
capaces de reducir la concentracién de K* por exclusion del exceso del mismo.

Los resultados obtenidos a partir de la cuantificacion de los fosfolipidos de B. subtilis
crecida bajo estrés indican que existe un aumento en la concentracion de cardiolipina en las
membranas. Este aumento se produciria debido a que parte del PG que se encuentra en la
membrana plasmatica se convierte en CL con la concomitante produccion de glicerol. El
glicerol ha sido descripto como un osmolito compatible que es capaz de acumularse en
distintos microorganismos. Con el objetivo de determinar si en las condiciones de
crecimiento estudiadas B. subtilis es capaz de utilizar al glicerol como osmolito compatible,

se determiné su concentracion citoplasmatica.

Cepa pmol Glicerol/ 10° UFC
wt 92107
wt+NaCl 45107

Tabla 7; Determinacion de glicerol citoplasmatico en la fase estacionaria de crecimiento. UFC =
Unidades Formadoras de Colonias.

Estos resultados indican que el glicerol formado a partir del PG de la membrana no es
acumulado en el citoplasma bacteriano como resultado del cambio en la osmolaridad externa
del medio de cultivo. Sin embargo, no se puede descartar que parte del glicerol generado
como consecuencia del metabolismo del PG haya sido derivado a glicerol- 3- fosfato.
Estudios realizados en células mutantes de B. subtilis que acumulan esta molécula poseen
deficiencias en la esporulacion, observandose ademas la presencia de septos de division
asimétricos y engrosamientos de la pared celular (Oh et al., 1973). Estos resultados son

similares a los descriptos previamente en este capitulo.
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1.5.-_Composicion de dcidos grasos en B. subtilis crecidos en altas concentraciones

de Na(l:

En el género Bacillus los acidos grasos ramificados son los principales constituyentes
de las membranas citoplasmaticas (Kaneda, 1963; de Mendoza ef al., 1993). En particular los
pertenecientes a las series iso y anteiso C15 y C17. El siguiente objetivo de este trabajo fue
determinar si existen variaciones en la composicion de acidos grasos en respuesta a la fase de
crecimiento y al estrés osmotico.

Se ensayaron cuatro técnicas diferentes para hidrolizar y metilar los acidos grasos que
se encuentran esterificando a los lipidos totales obtenidos de los diferentes cultivos
estudiados. Finalmente, se optd por el método de la saponificacion en KOH alcoholico

seguido por la metilacion en H,SO4-metanol, pues es el método que presenta menos

impurezas en la corrida cromatografica (ver Materiales y Métodos). En la Figura 13 se

observa el perfil caracteristico de acidos grasos obtenido.
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Figura 13: Perfil de acidos grasos obtenido por cromatografia gaseosa. El analisis de los ésteres
metilicos de acidos grasos se obtuvo utilizando un cromatografo de gases GLC-FID HP6890
Capillary GC como se describe en Materiales y Métodos.
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Coincidentemente con los estudios realizados por otros investigadores (Kaneda, 1967),

los acidos grasos ramificados de isomeria iso-Ci5 y anteiso-C)5 son las especies

mayoritarias cuando la cepa salvaje es crecida bajo condiciones normales y de estrés (Figura

13 y datos no mostrados).

El reagrupamiento de los acidos grasos de acuerdo al tipo de estructura que conforman

(saturados lineales, saturados ramificados, monoinsaturados y poliinsaturados) permite

comparar la contribucion relativa de cada uno de éstos a la composicion global de los acidos

grasos de la membrana de las muestras estudiadas (Tabla 8).

Acidos

wt exp. wt T+1 wt estac. wt+NaCl | wt+NaCl
Grasos exp. estac.
X Sat. 2723+786 | 1596+261 | 1524+2.15 | 2220+ 142 | 3406+ 5.08
lineales.
X Sat. 6160792 | 5452+148 | 80.59+484 | 6821 +2.15 | 48.74+ 10.08
ramificados
Z Monoins. 8.88+1.29 417 £0.98 484 +148 9.36 £ 0.65 1472 £ 494
Z Poliinsat. 054031 | 0.172+0.08 1.38+0.72 0.41+0.08 352+1.13
iso/anteiso 0.92 241 1.58 0.95 0.99

Tabla 8: Composicion global porcentual de acidos grasos presentes en las membranas de B.
subtilis crecidas a distintas fases de crecimiento en medio normal y en medio hipersalino. Los
datos representan el promedio y el desvio estandar de al menos tres determinaciones independientes.
Sat. lineales: acidos grasos saturados lineales; Sat. ramificados: acidos grasos ramificados (iso y
anteiso); Monoins.: acidos grasos monoinsaturados; Poliinsat: acidos grasos poliinsaturados.
iso/anteiso: relacion entre los acidos grasos de la serie iso respecto a los anteiso.

A partir de los resultados de esta tabla, se observa que existe una dependencia en la
composicion de acidos grasos en las células de B. subtilis con respecto a la fase de
crecimiento en la que se encuentran.

En LB, a medida que las células ingresan a la fase estacionaria se produce una
disminucién de los acidos grasos lineales y de los monoinsaturados y un aumento en los
saturados ramificados.

Cuando se comparan los valores obtenidos en la fase exponencial de ambas condiciones
de crecimiento (wt exp. y wt+NaCl exp.) se observa que no existen diferencias significativas en

el porcentaje de los acidos grasos. A diferencia de esto, en la fase estacionaria se produce un
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aumento en el porcentaje de acidos grasos saturados lineales y monoinsaturados y una marcada
disminucion en el de los acidos grasos ramificados (en particular aquellos pertenecientes a la
serie iso) en respuesta a la alta salinidad. Estos cambios podrian estar estrechamente
relacionados con variaciones de fluidez al nivel de la membrana citoplasmatica.

Durante el crecimiento en hiperosmolaridad en la fase exponencial solo se producen
alteraciones en el porcentaje de lipidos polares y no en el de acidos grasos. Sin embargo, en
fase estacionaria se determind un acentuado cambio no sélo en los porcentajes de lipidos
polares sino también en el de los acidos grasos (Figura 11 y Tabla 8).

En los experimentos que se detallan en el proximo capitulo se realizan los ensayos
utilizando membranas y lipidos obtenidos a partir de cultivos crecidos hasta la fase
estacionaria, puesto que es en este estadio donde se producen las mayores variaciones en el

contenido de los distintos componentes de la membrana.

1.6.- Composicion_de lipidos polares y de dcidos grasos en células de B. subtilis

sometida a un shock osmotico:

1.6.1.- Lipidos polares:

Con el proposito de observar si se producian cambios en la composicion de las
membranas de B. subtilis frente a un shock osmotico, se analizé la composicion de
fosfolipidos y acidos grasos durante distintos tiempos de incubacion en presencia de 1.5M de
NaCl en el medio de cultivo.

En esta parte del trabajo y a diferencia a los ensayos antes mencionados, los cultivos se
crecieron hasta que los mismos llegaron a fase exponencial (aproximadamente DOgoonm 0.8-
1.0). En ese momento se agregé NaCl hasta una concentracion final de 1.5M. Luego, se
tomaron muestras a distintos tiempos para cuantificar los lipidos polares y los acidos grasos a
partir de “pellets” celulares.

En la Figura 14 se observan los porcentajes de los distintos fosfolipidos obtenidos en
las distintas muestras. En estos ensayos se utiliz6 como control a los valores obtenidos para

la cepa YB886 en la fase exponencial.
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Figura 14: Composicién porcentual de los fosfolipidos extraidos a partir de células enteras de
B. subtilis sometidas a un shock osmoético durante distintos tiempos. Los valores representan el
promedio y el desvio estandar de tres determinaciones independientes. Control: cepa YB886 crecida
hasta la fase exponencial, 1, 2, 3 y 4.5 horas: cepa YB886 crecida hasta fase exponencial y sometida
durante 1, 2, 3 y 4.5 horas respectivamente a un shock osmotico con 1.5M NaCl.

El shock osmoético impuesto a las células en crecimiento di6 como resultado un
aumento neto en el porcentaje de CL a expensas de una disminucion del PG. Estos resultados
concuerdan con los mencionados en parrafos anteriores cuando los cultivos fueron crecidos
desde un comienzo en LB+1.5M NaCl (Figura 11).

Estos resultados indicarian que una de las respuestas de las membranas de B. subtilis al
estrés, es el cambio en la composicion de fosfolipidos y en particular un aumento de CL.
Ademas, la disminucion detectada en el porcentaje de la PE posiblemente estaria relacionada
con el cambio general observado en la biosintesis de fosfolipidos. El LysPG solo presenta
diferencias significativas cuando las células se encuentran sometidas al shock osmotico por

tiempos largos (4.5 horas).
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La cuantificacion del glicolipido (DGDG) se presenta en la Figura 15.
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Figura 15: Relacion glicolipido / fosfolipido durante el shock osmético. Los valores representan el
promedio y el desvio estandar de tres determinaciones independientes. Las referencias son las mismas
que las de la Figura 14.

Se observa que existe una tendencia a aumentar la concentracion del DGDG cuanto
mayor es el tiempo de incubacion en presencia de NaCl. El mismo tipo de resultado se
obtuvo cuando las células fueron crecidas desde un principio en hipersalinidad (Figura 12).
Aparentemente este aumento en el DGDG estaria relacionado con los cambios en la pared

celular mencionados previamente.

1.6.2.- Acidos grasos:
En la Tabla 9 se presenta la composicion de acidos grasos durante el shock osmotico.

Acidos Grasos| Control 1 hora 2 horas 3 horas 4.5 horas
Y. Sat.lineales 2723 +786 |5433+486|5331+556|5448+3.54|5841+732
Y Sat. 61.60+792 |4255+3.54 (43.18+8.30(42.03+445|38.01 +£3.36
ramificados

Y. Monoins. 8.88+1.29 302+1.05 |34+1.12 338+1.33 |3.42+0.99
Y. Poliinsat. 0.54 +£0.31 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1
iso/anteiso 0.92 0.32 0.32 0.31 0.28

Tabla 9: Composicion global porcentual de icidos grasos durante el shock osmético. Los valores
representan el promedio y el desvio estandar de dos determinaciones independientes. Las referencias
son las mismas que se observan en la Tabla 8.

75




A partir de estos resultados se puede concluir que en respuesta a un shock osmotico se
produce una disminucion en el porcentaje de acidos grasos ramificados y un aumento de los
saturados lineales. En particular, a medida que aumentan las horas en las que las células se
enfrentan al shock osmoético, disminuye la proporcion de acidos grasos ramificados
pertenecientes a la serie iso. Con respecto a los acidos grasos insaturados se observa que se
produce una disminucion tanto en los mono como en los poliinsaturados.

Claramente los principales cambios que se producen en las membranas de B. sublilis
ante un shock osmético (aumento de CL, de DGDG, de acidos grasos lineales, y una
disminucion de los ramificados) se producen durante las primeras horas posteriores al
mismo. Estas variaciones serian fundamentales para la adaptacion de B. subtilis al estrés

osmotico.
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D.-_ Caracteristicas fisico-quimicas de las bicapas lipidicas:

La bicapa lipidica que forma parte de la membrana celular constituye el elemento
estructural basico de la misma. Define los limites celulares y constituye una barrera que
previene el pasaje no deseado de compuestos desde y hacia el exterior celular. Esta bicapa
que esta compuesta por diferentes moléculas amfifilicas, presenta propiedades de
permeabilidad que son cruciales para mantener una determinada composicion quimica de
iones y de moléculas organicas en el interior celular.

En el estudio de modelos convencionales se considera que la membrana es una
estructura fluida que permite que los distintos componentes que la integran pueden
movilizarse lateralmente. La fluidez de la membrana es una propiedad fisica que depende
principalmente de dos componentes: uno dinamico, que se encuentra relacionado con la
velocidad del movimiento de las moléculas que forman parte de la bicapa y otro con el
estado fisico en el que se encuentran los lipidos. La relacion entre ambos componentes varia
segun las condiciones de estudio. Desde el punto de vista biologico, es fundamental para la
viabilidad celular que exista un alto grado de movilidad lateral molecular en la bicapa.

Las mediciones de anisotropia y determinaciones de espectros de fluorescencia, han
sido utilizadas para el estudio de los cambios fisicos que se producen en las membranas.
Entre las ventajas de la utilizacion de sondas fluorescentes se encuentran: la alta sensibilidad
(los experimentos suelen ser realizados utilizando muestras diluidas), la capacidad de otorgar
informacion sobre estructuras en sistemas de membranas modelos y biologicas o en células
vivas y la posibilidad de obtener imagenes de las vesiculas 0 membranas celulares en estudio
(Bagatolli ez al., 2000).

La estructura de la fase lipidica, la fluidez, el grado de empaquetamiento lateral, el
orden lipidico, el grado de hidratacion de la interfaz, la permeabilidad especifica e
inespecifica y la formacion de dominios de membrana, son las principales caracteristicas
fisicas de las membranas. Las variaciones en algunas de estas propiedades dependeran de la
composicion lipidica y proteica presentes en la muestra en estudio. Estas propiedades pueden
ser modificadas por diversos factores como la temperatura, la presencia de iones y el pH del
medio en el que se encuentran las muestras. La presencia de cationes puede producir cambios
en el grado de hidratacion de las bicapas y, en algunos casos inducir la formacion de poros

sobre las mismas (Fernandez Murga et al., 1999).
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Una membrana biologica contiene alrededor de 10° moléculas de distintas especies
entre las que se encuentran los lipidos neutros, fosfolipidos, polipéptidos y proteinas. El
sistema en su conjunto se mantiene debido a propiedades cooperativas y colectivas que
presentan las moléculas. Es decir, que los distintos componentes no pueden ser evaluados
individualmente sino en su conjunto. Una consecuencia de este fenomeno cooperativo es

entre otros la transicion de fases.

D.1.- Transicion de fases:

Durante el proceso de transicion de fases existe una temperatura denominada de
transicion (Tm) que involucra un cambio estructural en la bicapa lipidica desde una fase gel
ordenada y condensada, hacia otra liquido-cristalina mas fluida y desorganizada o viceversa.
Este proceso, tipicamente cooperativo, ha sido estudiado experimentalmente por medio de
distintas técnicas como la calorimetria, resonancia magnética nuclear (RMN), espectroscopia
de fluorescencia y difraccion de rayos X (Mouritsen & Jorgensen, 1994).

El valor absoluto de la Tm dependera no sélo de la cabeza polar de los fosfolipidos,
sino también de la composicion de acidos grasos presentes en la bicapa. La presencia de
lipidos neutros (como el colesterol) influye en el valor absoluto de la Tm. Los acidos grasos
saturados provocan un aumento en la Tm en comparacion con los insaturados. Asimismo, los
acidos grasos ramificados, principales componentes de las membranas bacterianas, influyen
sobre el valor absoluto de la Tm, como se ha mencionado previamente.

La caracterizacion fisica de un sistema lipidico en base a su Tm es posible solamente
en sistemas puros, es decir en sistemas que contienen un solo tipo de fosfolipido, o en
determinadas mezclas binarias. En mezclas mas complejas como lo son las membranas
biologicas, no siempre se determina una Tm definida. En distintos estudios realizados en
Micrococcus lysodeikticus (Ashe & Steim, 1971) y en Lactobacillus plantarum (Linders et
al., 1997) se detectd una transicion de fase por debajo de 0°C. Por otra parte, en Yersinia
enterocolitica se detectd una transicion de fase de -3°, -1° y de 1°C cuando el

microorganismo fue crecido a 5°, 22°C y 37°C respectivamente (Abbas & Card, 1980).

D.2.- Fluidez de las membranas:

La anisotropia de fluorescencia ha sido utilizada con el propdsito de determinar la
fluidez de sistemas modelos de liposomas y de membranas bioldgicas. Esta técnica posee
distintas caracteristicas que han favorecido su aplicacion: una base teodrica simple vy,

principalmente su alta sensibilidad. Esta ultima caracteristica permite realizar los

78




Capitulo 2. Membranas: caracterizacion fisico-quimica. Introduccidn.

experimentos a partir de suspensiones diluidas de membranas las cuales contienen solamente
trazas de la sonda (generalmente las relaciones entre la sonda y los lipidos son de 1/100 a
1/2000). Su utilizacion en soluciones diluidas se fundamenta en el alto coeficiente de
extincion molar que poseen las sondas.

La anisotropia de fluorescencia es una técnica que presenta importante ventajas
respecto a la resonancia magnética nuclear (RMN) y la resonancia de spin electronico (ESR).
La misma puede ser calculada sencillamente en sistemas complejos como las membranas
biologicas. Ademas, la sefial obtenida es altamente sensible, de facil reproducibilidad y los
resultados son simples de interpretar.

A lo largo de los ultimos afios, el DPH y el TMA-DPH han sido las sondas mas
utilizadas para estimar la microviscosidad de las membranas y la temperatura de transicion
de fases de las mismas (Lakowicz, 1999). Ambas sondas se incorporan espontaneamente en
una region definida de la bicapa lipidica. La anisotropia de fluorescencia caracteristica de
cada sonda estara directamente relacionada con la microviscosidad de la region en la que se
ubica. En estado gel el DPH se localiza paralelo a las cadenas parafinicas de los lipidos,
mientras que en estado liquido-cristalino puede adoptar varias orientaciones. La localizacion
del TMA-DPH esta determinada por la ubicacion de su cabeza polar que normalmente se

encuentra en la interfaz lipido/agua.

D.3.- Empaquetamiento lateral de lipidos:

El grado de empaquetamiento lipidico depende del orden de las cadenas parafinicas.
Cuando las cadenas se encuentran rigidamente ordenadas, los grupos polares estan mas
proximos entre si. Esto permite que un menor nimero de moléculas de solvente sean capaces
de penetrar en la bicapa (Harris et al., 2002). Los cambios en el orden de los fosfolipidos no
debe confundirse con el denominado “parametro de orden” calculado a partir del
decaimiento del valor absoluto de la anisotropia resuelta en el tiempo, la cual se refiere
especificamente al movimiento de las sondas fluorescentes en la bicapa (Lakowicz, 1999).

El Laurdan es una sonda de gran utilidad en estos estudios debido a que es altamente
sensible a la presencia y a la movilidad de los dipolos del solvente que la rodean. Ademas,
puesto que la presencia y la movilidad de las moléculas de agua presentes en la bicapa
dependen del movimiento de los lipidos, el Laurdan puede ser utilizado para estudiar
cambios de fases en membranas (Parasassi & Gratton, 1995).

El Laurdan se ubica en la interfaz hidrofilica-hidrofébica de la bicapa y tiene la

propiedad de presentar diferentes espectros de excitacion y de emision segun la fase lipidica,
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dando informacion sobre la fase gel y la fase liquido-cristalina (Parasassi & Gratton, 1995).
La polarizacion generalizada (GP, parametro de fluorescencia al estado estacionario)
relaciona estos cambios espectrales. El parametro de la GP de excitacion (GPe.) es sensible
a la dinamica del estado excitado de la sonda y es opuesto al parametro de la GP de emision
(GPem) que detecta conformaciones del estado basal de la misma (Bagatolli ef al., 1999).
Aparentemente, los cambios observados en estos parametros representan la diferencia en el
contenido y en el grado de movilidad de las moléculas de agua que se encuentran al nivel del
esqueleto del glicerol de los fosfolipidos. Por lo tanto, el efecto de moléculas polares que se
encuentren rodeando a la sonda podria ser influenciado por la penetracion de agua a través de

los grupos polares de los fosfolipidos presentes en la membrana.

D.4.- Estabilidad de las bicapas lipidicas:

La mayor parte del conocimiento actual acerca de la estabilidad, composicion,
estructura y funcion de las membranas biologicas se ha logrado estudiando la formacion de
suspensiones isotropicas termodinamicamente estables (micelas mixtas), formadas entre las
distintas especies quimicas que componen a las membranas y distintos detergentes
(Lichtenberg, 1985). Sin embargo, a pesar del uso extensivo de esta técnica se conoce muy
poco acerca del mecanismo de solubilizacion propiamente dicho. Se ha descripto que dicho
proceso depende de varios factores fisico-quimicos caracteristicos de las bicapas, como: el
grado de empaquetamiento de los lipidos, el estado de fase de las bicapas, la composicion de
fosfolipidos y de acidos grasos de la muestra en estudio, la presencia de proteinas, la
composicion ionica del medio utilizado y la naturaleza del detergente (Hoyrup ef al., 2001).

Se denomina “solubilizacion” a la transformacion que se produce desde las
estructuras lamelares de la bicapa a estructuras micelares. Esta definicion no es trivial puesto
que la disrupcion de estructuras lamelares por la accion de detergentes involucra diversos
estadios. La mayoria de los estudios realizados sobre la estabilidad de las bicapas lipidicas en
presencia de detergentes, han sido realizados utilizando lipidos puros o mezclas binarias, ya
que estos sistemas representan un modelo de solubilizacion de membranas celulares (Lopez
O. et al., 1998).

Los distintos estadios que involucran este proceso se pueden resumir de la siguiente
manera:

- Estadio 1: Producido durante los primeros agregados de detergente sobre la bicapa.
En este estadio Lopez O. y colaboradores (1998) describieron que el agregado de bajas

concentraciones de detergente (menores a la concentracion micelar critica, CMC) provoca un
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leve aumento en el tamafio de los liposomas debido a que el detergente se particiona en la
bicapa.

- Estadio 2: Aumentos de la concentracion del detergente en la solucion inducen la
formacion de micelas mixtas. Es decir que aparecen fendmenos de coexistencia de
estructuras lamelares y micelares en la suspension. En este estadio, las membranas se
encuentran saturadas con moléculas de detergente. En las micelas mixtas detergente-lipido-
proteina, las regiones hidrofobicas de las proteinas de membrana se encuentran rodeadas por
las micelas del lipido y del detergente.

- Estadio 3: En este estadio se observa la coexistencia de micelas mixtas, fragmentos
de vesiculas y agregados intermedios.

- Estadio 4: Se produce la solubilizacion total de los liposomas o membranas con la
consecuente formacion de micelas mixtas. Estas micelas estarian formadas por lipidos,
detergentes y proteinas (usualmente una molécula proteica por micela) (Calbiochem, 1997).

En la Figura 16 se esquematiza el proceso de solubilizacion sobre una membrana
biologica debida a la accion de detergentes.

Estos cuatro estadios han sido confirmados por experimentos realizados en distintos
laboratorios mediante ensayos de turbidez determinados por el método dinamico de
dispersion luminosa (“dynamic light scattering”), por espectroscopia de fluorescencia y por
microscopia electronica de criofractura (Lichtenberg, 1985, Lopez O. et al., 1998, Domecq et
al., 2001).
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Figura 16: Solubilizacion de una membrana biolégica. CMC: concentracion micelar critica
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D.5.- Formacion de dominios lipidicos:

Las propiedades dinamicas de los lipidos en las membranas bioldgicas han recibido
una gran atencion desde que el modelo de “mosaico fluido™ fue propuesto por Singer y
Nicholson (1972). Siguiendo este modelo, se postulé que las membranas biologicas poseen
propiedades fisicas homogéneas, denominadas estados de fase homogéneamente fluidos. Sin
embargo, afios mas tarde comenzaron a tener relevancia estudios acerca de la capacidad de
modular la fluidez de la membrana debido a la separacion de dominios conteniendo lipidos
agrupados en distintas fases. En particular, ahora se sabe que las propiedades dinamicas de
las bicapas pueden afectar el funcionamiento de las proteinas y la difusion de las moléculas a
través de las membranas (Parasassi ef al., 1993). Ademas, existen evidencias de que la
organizacion lateral de la bicapa lipidica no es azarosa u homogénea sino que esta
estructurada en términos de dominios lipidicos (Mouritsen & Jorgensen, 1994).

La formacion de dominios es un fenomeno dinamico que puede ser caracterizado
como un tipo de separacion de fases a nanoescala. La amplia escala de tamafios en los cuales
persisten estos dominios varia desde nanometros hasta el tamafio de una célula (Rodgers &
Glaser, 1991). El tamafio promedio y la escala temporal en la cual se forman los dominios
lipidicos esta fuertemente relacionada con la composicion del sistema en estudio, la
temperatura y la longitud de las cadenas hidrocarbonadas de los lipidos (Edidin, 1997).

En las membranas biologicas, la generacion de dominios trae aparejada la formacion
de sectores de la bicapa enriquecidos en determinados fosfolipidos. Esta separacion ocurriria
como resultado de una pérdida de miscibilidad entre los lipidos.

Diversos resultados obtenidos en estudios experimentales y tedricos demostraron que
los dominios lipidicos a pequefia escala (denominados “rafts”), poseen un rol importante
como unidades regulatorias de una gran variedad de funciones bioldgicas que tienen lugar en
o estan asociadas a membranas. Se ha determinado que la heterogeneidad de la bicapa
lipidica y la formacion de micro-dominios son importantes para la actividad de diversas
enzimas y proteinas asociadas a la membrana como la fosfolipasa A2 y citocromo ¢
(Kaasgaard et al., 2002). Recientemente, se ha demostrado la heterogeneidad de la
distribucion de fosfolipidos en las membranas de micobacterias (Christensen ef al., 1999) y

de E. coli (Mileykovskaya & Dowhan, 2000) mediante microscopia de fluorescencia.
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2.- Espectroscopia de fluorescencia de membranas v liposomas de la

cepa YB886 de Bacillus subtilis crecida bajo condiciones normales v de

estrés osmotico.

Como se ha descripto, B. subtilis responde al aumento en la osmolaridad del medio de
cultivo mediante cambios en la composicion de su membrana citoplasmatica. Entre dichos
cambios se encuentran las variaciones en la composicion de fosfolipidos y de acidos grasos.

Estudios fisico-quimicos realizados en células de £. coli crecidas bajo condiciones de
estrés térmico han demostrado que el mecanismo de adaptacion no produce cambios en la
fluidez de las membranas a pesar de las variaciones que se producen en la composicion de la
misma. A partir de estos resultados Sinensky denominé a este proceso “adaptacion
homeoviscosa” (Sinensky, 1974). Sin embargo, en el mismo tipo de experimentos realizados
sobre B. subtilis se encontrd que la fluidez de las membranas aumentaba en forma lineal con
la temperatura de crecimiento y que por el contrario a lo observado en E. coli, la fluidez no se
mantiene constante (Reizer ef al., 1985). Esto llevo a Sinensky y Cossins a modificar el
concepto original de adaptacion homeoviscosa por el de “eficacia homeoviscosa” (Cossins &

Sinensky, 1984)

2.1.- Anisotropia del DPH vy TMA-DPH :

Con el proposito de comprobar si en las células de B. subtilis se aplica el concepto de

adaptacion “eficacia homeoviscosa” en respuesta a estrés osmotico, se procedio a caracterizar
fisico-quimicamente las membranas y los liposomas de la cepa de B. subtilis YB886.
Los experimentos se realizaron sobre liposomas unilamelares construidos a partir de

lipidos totales y de lipidos polares.

2.1.1.- Anisotropia del DPH y del TMA-DPH: estado estacionario:

Durante el estudio de la adaptacion de B. subtilis al estrés osmotico se investigé si las
variaciones observadas en la composicion de la membrana, producian cambios en la
microviscosidad de las mismas. Con este proposito se utilizé un par de sondas fluorescentes
(DPH y TMA-DPH) las cuales poseen caracteristicas espectroscopicas similares, pero se
ubican en distintas zonas de la bicapa lipidica.

Las medidas de anisotropia de fluorescencia al estado estacionario (rs) se realizaron

utilizando las sondas DPH y TMA-DPH. Las sondas se encuentran extremadamente diluidas
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en el medio para evitar que se produzcan alteraciones en las bicapas durante la determinacion
experimental (ver Materiales y Métodos). Este tipo de mediciones en estado estacionario,
permite determinar si existen variaciones en el orden lipidico de las muestras estudiadas. El
comportamiento termotropico de las membranas y de ambos tipos de liposomas fue

determinado en un intervalo de temperatura entre 2° y 65°C.

En las Figuras 17 y 18 se puede observar que el incremento de la temperatura produce
una disminucion gradual de la anisotropia (rs) del DPH y del TMA-DPH en las membranas y

en los liposomas de ambas muestras.

—+—LP wt —+—LP wt + NaQ —=—TL wt |
TL wt + NaCl “+—mwt —s—mwt + NaCl |

Anisotropia DPH (rs)

0 10 20 30 40 50 60 70
Temperatura (°C)

Figura 17: Anisotropia del DPH medida en funcion de la temperatura. Los valores representan el
promedio y el desvio estandar de al menos tres determinaciones independientes. LP: lipidos polares,
TL: lipidos totales, m: membranas aisladas.
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Figura 18: Anisotropia del TMA-DPH medida en funcion de la temperatura. Los valores
representan el promedio y el desvio estandar de al menos tres determinaciones independientes. LP:
lipidos polares, TL: lipidos totales, m: membranas aisladas.

En las figuras no se observan diferencias significativas entre los liposomas construidos
a partir de los lipidos polares de ambas muestras ni con el DPH ni con el TMA-DPH en el
rango de temperaturas estudiado. Asimismo, se puede observar que la anisotropia del TMA-
DPH es mayor que la del DPH indicando que la primer sonda se encuentra ubicada en un
ambiente de mayor microviscosidad.

El incremento de la temperatura produjo sobre los liposomas de lipidos polares una
disminucién gradual en la r del DPH de 0.226 a 0.048 para el control (wt) y de 0.227 a 0.057
para la cepa crecida bajo estrés (wt+NaCl). Para el TMA-DPH la disminucion fue de 0.291 a
0.136 para wt y de 0.284 a 0.142 para wt+NaCl. En ninguno de los casos se observo un
cambio brusco en las pendientes de las curvas indicando una ausencia de transicion
termotropica de fases.

El cambio de la temperatura produjo también una disminucion gradual en la ry del DPH
sobre los liposomas de lipidos totales de 0.214 a 0.086 para el control y de 0.224 a 0.090 para
wt+NaCl. Para la sonda TMA-DPH la disminucion fue de 0.233 a 0.164 para wt y de 0.219 a
0.160 para wt+NaCl. Al igual que en el caso de los lipidos polares no se observo un cambio
brusco en las pendientes de las curvas descartando de esta manera una transicion de fases.

El DPH estaria ubicado en estos liposomas en un ambiente mas rigido en comparacion
con los liposomas de lipidos polares, los cuales poseen menores valores absolutos de r,. Por

otra parte, a temperaturas entre 10° y 40°C el microambiente que rodea a las moléculas del
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TMA-DPH pareceria estar menos ordenado en los liposomas de lipidos totales que en el de
los lipidos polares. Sin embargo, a altas temperaturas, el microambiente alrededor del TMA-
DPH se encontraria mas empaquetado en los lipidos totales que en los polares, ya que el valor
de la r; se mantiene sin cambios en funcion de la temperatura.

Las Figuras 17 y 18 muestran que existen diferencias significativas entre las
membranas aisladas de ambas muestras tanto para el DPH como para el TMA-DPH. Las
membranas de wt+NaCl son las que poseen mayores valores absolutos de r,. Asimismo, al
igual que con los resultados obtenidos en los liposomas, se observa que la sonda TMA-DPH
se encuentra ubicada en un ambiente de mayor microviscosidad.

El incremento de la temperatura produjo un descenso gradual en los valores del r, de las
dos sondas en ambas membranas. En el caso del DPH de 0.274 a 0.137 para wt y de 0.291 a
0.157 para wt+NaCl. En el caso de TMA-DPH los valores fueron de 0.300 a 0.211 para wt y
de 0.319 a 0.222 para las membranas de wt+NaCl.

El efecto de las proteinas de membrana sobre la microviscosidad de las bicapas queda
en evidencia al comparar ambas figuras, ya que los valores de ry obtenidos para las
membranas del control y de la cepa crecida bajo estrés osmotico, son mayores que los
obtenidos para los respectivos liposomas en todo el rango de temperaturas estudiado. El
mismo tipo de resultados fué descripto en B. stearothermophilus (Reizer et al., 1985). Estas
diferencias en los valores absolutos podrian ser atribuidos a la adaptacion fisiologica de la
fluidez de las membranas al estrés osmotico.

En conjunto, estos resultados indicarian que bajo las condiciones de crecimiento

hiperosmético existe un aumento de la microviscosidad de las membranas en B. subtilis.

2.1.2.- Determinacion de parametros dindmicos del DPH y del TMA-DPH.:

Puesto que desde el punto de vista tedrico se sabe que la anisotropia determinada al
estado estacionario (rs) depende de la velocidad y del modo de rotacion de la sonda y del
tiempo de vida de la misma (Lakowicz, 1999), se procedio a determinar dichos parametros en
las muestras en estudio.

En la Tabla 10 se observan los resultados obtenidos al estudiar el comportamiento de
ambas sondas desde el punto de vista dinamico. En la misma se muestran los valores
determinados para wt y wt+NaCl de la anisotropia limite (r.), del tiempo de correlacion
rotacional (tr) y de los tiempos de vida obtenidos por demodulacion (tn) y por cambio de

fase (tp).
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La anisotropia limite es un parametro relacionado con el orden de la bicapa lipidica,

mientras que el tiempo de vida es indicativo de la polaridad del entorno de las sondas.

Muestra Cepay Sonda 7p (nseg.) | Tm(nseg.) | Tr (nseg.) |
condicion de
crecimiento
Lipidos wt LB DPH 49+05| 59+04 [ 1.5+0.1 [ 0.020+0.004
Totales. wt + NaCl DPH 47+08 | 57+£07 | 15+0.2 | 0.016+0.005
wt LB TMA-DPH | 23+01 | 28+05 | 1.0+02 | 0.083+0.021
wt + NaCl TMA-DPH | 22+01| 25+05 | 1.1+£02 | 0.114+0.020
Lipidos wt LB DPH 58+01| 6.1+0.1 | 1.3+£0.1 | 0.048+0.007
Polares. wt + NaCl DPH 58+01) 63+£02 | 1.5+0.1 | 0.021 £0.008
wtLB TMA-DPH | 23+£0.1| 28+05 | 1.0+£0.2 | 0.082+0.010
wt + NaCl TMA-DPH | 22+0.1 | 25+05 | 1.1+0.2 | 0.114 +0.008
Membranas wt LB DPH 5001 | 59+03 ( 1.3+02 | 0.093+0.012
wt + NaCl DPH 54+0.1| 62+0.1 [ 1.8+£0.2 [ 0.140+0.010
wt LB TMA-DPH | 27+0.1 | 26+07 | 09+05 | 0.176 +0.035
wt + NaCl TMA-DPH | 32+01 | 37+07 | 09+05 | 0.190+0.027

Tabla 10: Tiempos de vida y comportamiento rotacional del DPH y TMA-DPH. Las mediciones
se realizaron a 37°C (temperatura de crecimiento). En la tabla se indica el promedio de tres
determinaciones independientes obtenidas utilizando la longitud de onda de excitacion modulada a 18
y 30 MHz. nseg: nanosegundos

No se observan diferencias significativas en el tiempo de vida del DPH y del TMA-
DPH en ambos tipos de liposomas de cada muestra y tampoco entre las distintas condiciones
de crecimiento (wt y wt+NaCl). No obstante, en todas las muestras los valores obtenidos para
el Ty fueron mayores a los obtenidos para el 7p. Esto indicaria que existe heterogeneidad en la
emision de fluorescencia de ambas sondas, que podria ser atribuido a la presencia de
subpoblaciones de sonda que se encontrarian ubicadas en microambientes con polaridades
diferentes.

Por otra parte, los valores del tp obtenidos para las membranas aumentan en la muestra
de la cepa crecida bajo condiciones de estrés. Este aumento determinado en el tiempo de vida
de las sondas indicaria que existe una disminucion en el grado de hidratacion a nivel de la
interfaz lipido-proteina (medido por el TMA-DPH) y en la zona mas profunda de la bicapa
(medido por el DPH).
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La velocidad de rotacion de estas sondas no cambia en funcion de la condicion de
crecimiento con excepcion del DPH embebido en las membranas aisladas, en las cuales la
sonda aparentemente rotaria en forma mas lenta en wt+NaCl. Estos resultados estarian
relacionados con el aumento en el grado de empaquetamiento de las membranas observado
cuando las células son crecidas bajo condiciones de estrés osmotico (ver Figuras 17y 18).

La anisotropia limite medida sobre los liposomas de lipidos totales no fue afectada por
las condiciones de cultivo. En el caso de los liposomas de lipidos polares se observa que
existe una disminucion en el r, del DPH y un leve aumento en el del TMA-DPH debido a la
condicion de crecimiento (wt+NaCl). Estos resultados indicarian que el crecimiento en NaCl
daria lugar a una diferencia en el orden de los lipidos entre las zonas externas e interna de la
bicapa en los liposomas de lipidos polares.

Estos resultados son opuestos a los obtenidos en las membranas en las cuales el 1o,
aumenta principalmente en la region sensada por el DPH.

En resumen, los altos valores de polarizacion y de r,, observados en las membranas de
wt+NaCl indicarian que el movimiento de las moléculas de la sonda serian mas estrictos, y
por lo tanto se podria asumir que existe un aumento en el orden de los lipidos, especialmente
en la zona mas profunda de la bicapa (sensada por el DPH) y una disminucion en el grado de

hidratacion de la misma.

2.1.3.- Anisotropia de fluorescencia al estado estacionario del DPH durante el shock

asmotico:

Para determinar si el cambio en el empaquetamiento de los lipidos se produce
rapidamente en el micoorganismo se hicieron estudios de estado estacionario con DPH en
membranas de células sometidas a un shock osmotico durante 3 horas.

Las células fueron crecidas en el medio LB hasta que llegaron a una densidad optica
(600nm) de 0.8-1.0 (fase exponencial de crecimiento). Se centrifugaron y luego se
resuspendieron en el medio LB suplementado con NaCl 1.5M dejandolas crecer durante 3
horas.

Los resultados que se muestran en la Figura 19 claramente indican que una vez que las
células fueron enfrentadas al shock osmotico se producen cambios en el empaquetamiento de

los lipidos estando éstos en un estado de menor fluidez respecto al control.
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Cabe destacar que los cambios de lipidos y acidos grasos observados en esta condicion
de crecimiento son similares a los obtenidos en la cepa crecida desde el principio en 1.5M de

NaCl (ver resultados del Capitulo 1).
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Figura 19: Anisotropia del DPH en funcién de la temperatura. Los datos representan el promedio
y el desvio estandar de al menos tres determinaciones independientes. m: membranas aisladas.

2.1.4.- Anisotropia de fluorescencia al estado estacionario del DPH medido sobre

celulas enteras:

Se intentaron marcar células enteras con la sonda DPH con el propésito de determinar
la anisotropia al estado estacionario de la sonda sobre células enteras. Svobodova & Svoboda
(1988) demostraron que los valores de anisotropia de las células de B. subtilis marcadas in
vivo era diferente de las obtenidas en membranas y en liposomas de lipidos totales.

Previamente al marcado se determiné la toxicidad del DPH sobre los cultivos en
crecimiento. Para ello se hicieron curvas de crecimiento y se controld la densidad optica
alcanzada por los cultivos en presencia de la sonda. De esta manera se determiné que la
sonda no presenta toxicidad sobre las células a concentraciones menores de 6uM ya que no se
observan diferencias significativas entre las curvas de crecimiento obtenidas utilizando el
medio de cultivo con y sin DPH (no se muestran estos resultados).

La sonda se agrego al medio de cultivo durante la fase exponencial de crecimiento para
asegurar que la misma sea incorporada en las membranas de las células en division. Para la

puesta a punto de estos ensayos se determind la anisotropia del DPH a distintos tiempos de
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incubacion. En la Figura 20 se observan los parametros de r; determinados a distintos

tiempos de incubacion de las células en presencia de DPH.
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Figura 20: Anisotropia del DPH en células enteras crecidas en LB suplementado con 6uM de
DPH medida a distintos tiempos de incubacién. Los valores corresponden a un experimento
representativo de los ensayos realizados.

Los resultados indican que la ry del DPH varia significativamente en funcion del tiempo
de incubacion de las células en presencia de la sonda. Si bien es altamente probable que la
misma sea metabolizada por el microorganismo, esto no explicaria las diferencias observadas
en la anisotropia del DPH. Lo que podria estar ocurriendo en estos ensayos €s que a tiempos
cortos de incubacion existiria una poblacion de la sonda incorporada en la pared bacteriana
dando menores valores absolutos de anisotropia. Por otra parte, a tiempos mas largos de
incubacion existiria una mezcla de poblaciones de sonda incorporadas tanto en la pared como
en la membrana. Teniendo en cuenta estos resultados es imposible distinguir los valores de
anisotropia obtenidos de la poblacion de sonda presente unicamente en la membrana.

La reproduccion de estos ensayos fue dificultosa y por ello finalmente se decidio
estudiar la anisotropia de las distintas sondas fluorescentes utilizando membranas aisladas
como fue descripto previamente. Si bien lo ideal hubiese sido marcar protoplastos obtenidos
a partir de las células crecidas en los distintos medios de cultivo, la formacion de los mismos
traia aparejado un cambio muy importante a nivel de la composicion de los fosfolipidos y de
los acidos grasos (no se muestran estos experimentos) haciendo mas complicada ain la

interpretacion de dichos resultados.

91




Capitulo 2. Membranas: caracterizacion fisico-quimica. Resultados.

2.2.- Propiedades de la interfaz lipido/agua:

El Laurdan es una sonda que se ubica en la interfaz hidrofilica-hidrofobica de las
bicapas lipidicas y tiene la ventaja de exhibir caracteristicas particulares en sus espectros de
emision y de excitacion dependiendo de la fase lipidica (Parasassi et al., 1994). En una
bicapa lipidica, le emision de fluorescencia del Laurdan depende principalmente del
empaquetamiento de los lipidos, el cual afecta la cantidad y movilidad del agua de
hidratacion de la interfaz modificando por consiguiente la tasa de relajacion bipolar.

Si bien el espectro de excitacion del Laurdan también es sensible a la fase en el que se
encuentran los lipidos, su dependencia con el empaquetamiento ain no es clara. Ha sido
descripto que dicho espectro se encuentra influenciado por la capacidad que poseen los
lipidos de establecer interacciones bipolares con moléculas de Laurdan no excitadas
(Bagatolli e al., 1999).

Los corrimientos que se producen en los espectros del Laurdan, debido a diversos
factores, se cuantifican cominmente con lo que se denomina polarizacion generalizada (GP).
La GP es una medicion del estado estacionario de la sonda Laurdan y en particular la GP
obtenida a partir de los espectros de emision (GPey) da informacion sobre los cambios
espectrales obtenidos durante la emision de fluorescencia de la sonda y es indicativa de la
relajacion bipolar y del empaquetamiento de los lipidos. Asimismo, la GP ha sido
ampliamente utilizada para determinar la coexistencia de fases (gel y liquido cristalina) en las
bicapas lipidicas (Parasassi ef al., 1993).

El espectro de excitacion y de emision del Laurdan y la dependencia de los parametros
de excitacion (GPey) y de emision (GP.y,) en funcion de la longitud de onda fueron medidos
a cuatro temperaturas diferentes (10°, 25°, 37° y 50°C) en liposomas construidos a partir de
lipidos totales y lipidos polares y en membranas aisladas de la cepa salvaje crecida bajo
condiciones normales (wt) y de estrés osmotico (wt+NaCl). El objetivo de estos ensayos fue
el de determinar si los cambios producidos en la composicion de la membrana de B. subtilis
provocan cambios en el comportamiento de fase, la hidratacion y el grado de

empaquetamiento lateral de los lipidos.

2.2.1.- Propiedades de la interfaz en liposomas construidos a partir de lipidos

polares:
Los espectros de emision del Laurdan obtenidos con los liposomas de lipidos polares de

wt y wt+NaCl presentan predominantemente una banda azul a ~ 430nm, siendo dicha banda

caracteristica de bicapas lipidicas que se encuentran en fase gel o liquido ordenada (Figura
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21). El mismo tipo de resultados se obtienen cuando se estudian membranas ricas en

colesterol. También se observa una banda roja en el espectro de excitacion a 380 nm y una

disminucion en la intensidad de dicha banda a medida que aumenta la temperatura de

incubacion. Resultados similares fueron descriptos por Nichols y colaboradores (2000) en el

microorganismo Shewanella gelidimarina crecido bajo condiciones de estrés salino y de

temperatura. Esta dependencia de la intensidad de la banda roja del espectro de excitacion

observada en funcion de la temperatura de incubacion podria atribuirse a diferencias en el

grado de empaquetamiento de los lipidos y/o a la polaridad del entorno del Laurdan. El

mismo tipo de fenomeno ha sido descripto en experimentos realizados utilizando sistemas

modelos de liposomas (Parasassi & Graton 1995).
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Figura 21: Espectros de emision y excitacion del Laurdan obtenido a partir de liposomas de
lipidos polares medidos a distintas temperaturas. Los espectros que se muestran son un
experimento representativo de los ensayos realizados. If (normalizada): intensidad de fluorescencia

normalizada.

El parametro de GP se determino en funcion de la longitud de onda para determinar si

se producen variaciones en la relajacion bipolar y en el empaquetamiento de los lipidos

polares debido a la condicion de crecimiento. Los valores de GPey. y GP.n obtenidos en los

liposomas de lipidos polares se muestran en la Figura 22.
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Figura 22: Polarizacion generalizada del Laurdan medida sobre liposomas de lipidos polares a
distintas temperaturas. Los valores representan el promedio y el desvio estandar de tres
determinaciones independientes medidos sobre liposomas unilamelares construidos a partir de lipidos
polares. A: liposomas de la cepa wt crecida bajo condiciones normales. B: liposomas de la cepa wt
crecida bajo condiciones de estrés osmoético.

En dicha figura se observa que la dependencia del parametro de GP en funcién de la
longitud de onda cambia en forma gradual a medida que varia la temperatura de incubacion
obteniéndose una pendiente negativa para la GP. y una positiva en el caso de la GP.. Estas
pendientes son mas pronunciadas a mayores temperaturas donde se observa que los espectros
del Laurdan son similares entre wt y wt+NaCl (Figura 21).

Los valores absolutos obtenidos de los parametros de GPen y GPex disminuyen en
funcion del aumento de la temperatura; no obstante, no se observan cambios bruscos en

dichos valores indicando que no existe una transicion de fase gel a liquido cristalina, ni la
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coexistencia de ambos tipos de fases (Parasassi ez a/, 1993). Contrariamente a los resultados
obtenidos en membranas aisladas (2.2.4), a 10° y a 25C° los lipidos polares de ambas
muestras presentan una fase similar a la observada en membranas artificiales en estado gel.
No obstante, a 37 y 50°C el comportamiento observado para estas muestras es el observado
para lipidos en fase liquido ordenada (Parasassi e al, 1994).

No se observaron diferencias significativas entre ambas muestras (wt y wt+NaCl)
cuando los parametros de GPe. y de GP.,, fueron graficados en funcion de la temperatura
(Figura 23). Estos resultados indicarian que no existen cambios significativos en el
contenido de agua entre los liposomas de lipidos polares de ambas muestras (Bagatolli ef al,
1999). El mismo tipo de resultados se obtuvo en los estudios dinamicos con DPH y TMA-

DPH, ya que no se observan cambios en los tiempos de vida de ambas sondas (Tabla 10).
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Figura 23: Polarizacién generalizada del Laurdan determinada a una unica longitud de onda en
funcion de la temperatura. Los valores representan el promedio y el desvio estandar de tres
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determinaciones independientes. A: polarizacion generalizada de emision medida a 460nm. B:
polarizacion generalizada de excitacion medida a 360nm.

2.2.2.- Propiedades de la interfaz en liposomas construidos a partir de lipidos totales:

En la Figura 24 se observan los espectros de excitacion y emision del Laurdan medido
sobre liposomas de lipidos totales determinados a 10°, 25°, 37° y 50°C.

De manera opuesta a lo obtenido en los liposomas de lipidos polares, la banda roja del
espectro de excitacion a 380nm es levemente mayor en los liposomas de wt+NaCl (esto se
observa a las cuatro temperaturas estudiadas). También se observa que a temperaturas
mayores de 25°C existe un leve corrimiento del espectro de wt+NaCl hacia el azul si se lo
compara con los espectros de wt. Este fenomeno podria atribuirse a un cambio en la

hidratacion de la membrana (Bagatolli e7 al, 1999).
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Figura 24: Espectros de emision y excitacion del Laurdan obtenido a partir de liposomas de
lipidos totales medidos a distintas temperaturas. Los espectros que se muestran son un

experimento representativo de los ensayos realizados. If (normalizada): intensidad de fluorescencia
normalizada.
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En la Figura 25 se observa la dependencia del parametro de polarizacion generalizada
en funcion de la longitud de onda de los liposomas construidos a partir de lipidos totales de
las muestras wt y wt+NaCl. En todo el rango de temperaturas estudiado (10-50°C), ambas
muestras se encuentran en una fase liquida ordenada. Ademas, el patron de la GP.y, y de la
GP.y obtenidos en la muestra wt+NaCl (en todas las temperaturas estudiadas) presenta un
comportamiento bifasico. En esta figura se puede observar que existe una leve pendiente
positiva en el extremo azul de la GP.y,. El mismo tipo de resultados han sido descriptos por
Gonzalez Bar6 y colaboradores (2000) cuando moléculas externas como el fenitrotion son

agregados a liposomas de lipidos polares.
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Figura 25: Polarizacién generalizada del Laurdan medida sobre liposomas de lipidos totales a
distintas temperaturas. Los valores representan el promedio y el desvio estandar de tres
determinaciones independientes medidos sobre liposomas unilamelares construidos a partir de lipidos
totales. A: liposomas de la cepa wt crecida bajo condiciones normales. B: liposomas de la cepa wt
crecida bajo condiciones de estrés osmoético.
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La fluorescencia de Laurdan otorga informacion acerca de la heterogeneidad lateral de
las membranas, por lo tanto el comportamiento bifasico de la GP.y, podria estar indicando la
presencia de distintos dominios lipidicos con diferentes propiedades. Sin embargo, seria
necesaria mayor informacion para confirmar este fenomeno.

El parametro de GP. graficado en funcion de la temperatura muestra diferencias

significativas entre ambas muestras en todo el rango de temperaturas estudiado (Figura 26).
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Figura 26: Polarizacion generalizada del Laurdan determinada a una unica longitud de onda en
funcion de la temperatura. Los valores representan el promedio y el desvio estandar de tres
determinaciones independientes. A: polarizacion generalizada de emision medida a 460nm. B:
polarizacion generalizada de excitacion medida a 360nm.
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Los resultados indican que la muestra wt+NaCl posee menores valores absolutos de la
GP. indicando un aumento en la relajacion dipolar de la sonda o un aumento en la
hidratacion de los lipidos. Puesto que no se observan diferencias significativas en los valores
de tiempos de vida de las sondas DPH y TMA-DPH en estos liposomas y por lo tanto en el
grado de hidratacion de los mismos, podriamos concluir que el aumento en el grado de
hidratacion detectado inicamente por el Laurdan se produce a nivel de la interfaz lipido-agua.
Por otra parte, no se observan cambios abruptos en los valores de GP indicando la ausencia
de transicion de fases en ambas muestras (Parasassi & Gratton, 1995).

Como se muestra en la Figura 26, cuando en las muestras wt y wt+NaCl se encuentran
presentes los lipidos neutros existe una menor variacion en los valores absolutos de la GPex
en funcion de la temperatura comparado con las variaciones obtenidas para las membranas y
liposomas de lipidos polares.

En el género Bacillus y en procariotas en general, se han descripto componentes
neutros en las membranas bacterianas tales como isoprenoides (incluyendo al B-caroteno),
fiteno y tetrahidrobacterioruberina (Clejan & Krulwich, 1988). Sin embargo, la

caracterizacion de los mismos no fue desarrollada durante el transcurso de este trabajo.

2.2.3.- Incorporacion del Laurdan en membranas aisladas:

Se determiné la incorporacion de la sonda Laurdan en membranas aisladas de la cepa
salvaje crecida bajo condiciones normales y de estrés osmotico. Dicha incorporacion se
realizd determinando el aumento de la intensidad de fluorescencia en funcion del tiempo

(Figura 27).
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Figura 27: Incorporacion del Laurdan sobre membranas aisladas. Las curvas representan un
experimento representativo de los ensayos realizados. If: intensidad de fluorescencia (normalizada).
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En esta figura se observa que luego de 3 minutos de incubacion a 37°C la intensidad de
fluorescencia alcanza un “plateau” indicando que la sonda ha sido incorporada
completamente en las membranas. Asimismo, no se observan diferencias significativas en el

grado de marcacion y en el proceso de incorporacion de la sonda entre las muestras.

2.2.4.- Propiedades de la interfaz en membranas aisladas:

En la Figura 28 se observan los espectros de excitacion y emision del Laurdan
determinados a 10°, 25°, 37° y 50°C. Dichos espectros no muestran diferencias significativas
entre las membranas de wt y wt+NaCl. Los espectros de emision presentan una banda azul a
~430nm de manera similar a los resultados obtenidos con los distintos tipos de liposomas. Sin
embargo, la banda roja del espectro de excitacion a 380nm es mas pronunciada en las
membranas que en los liposomas de lipidos totales y de lipidos polares. El aumento
observado en la intensidad de la banda roja del espectro de excitacion de las membranas
aisladas podria atribuirse a diferencias en el grado de empaquetamiento de los lipidos y/o a la
polaridad del entorno del Laurdan en comparacion con los resultados obtenidos para los

liposomas.
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Figura 28: Espectros de emision y excitaciéon del Laurdan obtenido a partir de membranas
aisladas medidos a distintas temperaturas. Los espectros que se muestran constituyen un
experimento representativo de los ensayos realizados. If (normalizada): intensidad de fluorescencia
normalizada.
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La dependencia de la longitud de onda con los parametros de excitacion (GPe) y
emision (GP.n,) del Laurdan en membranas aisladas fueron medidos en el mismo rango de

temperaturas que para los liposomas y los resultados se observan en la Figura 29.
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Figura 29: Polarizacién generalizada del Laurdan medida sobre membranas aisladas. Los
valores representan el promedio y el desvio estandar de tres determinaciones independientes medidos
sobre membranas aisladas. A: membranas aisladas de la cepa wt crecida bajo condiciones normales.
B: membranas aisladas de la cepa wt crecida bajo condiciones de estrés osmotico.

En las membranas aisladas estudiadas de wt y de wt + NaCl a 10°C los patrones de la
GP.. y de la GP., son similares a los observados en membranas ricas en colesterol. El
mismo tipo de resultado fue descripto en los liposomas. A partir de 25°C la dependencia de la
GP en funcion de la longitud de onda varian en forma gradual hacia una pendiente negativa
para GPey y positiva para la GP., (Figura 29). Este comportamiento observado en ambas

muestras es caracteristico de membranas que se encuentran en una fase liquida ordenada.
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El parametro de la GP graficado en funcion de la temperatura (Figura 30) demuestra
que existen diferencias significativas entre ambas muestras a 37°C (temperatura de
crecimiento de los cultivos) y a 50°C, siendo las membranas de la cepa crecida bajo
condiciones de estrés las que poseen mayores valores de GP.y.. Esto indicaria que existe una
disminucion en el grado de hidratacion de las membranas de la muestra wt+NaCl apoyando

los resultados obtenidos en los estudios dinamicos con DPH y TMA-DPH (Tabla 10).
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Figura 30: Polarizacion generalizada del Laurdan determinada a una unica longitud de onda en
funcion de la temperatura. Los valores representan el promedio y el desvio estandar de tres
determinaciones independientes. A: polarizacion generalizada de emisiéon medida a 460nm. B:
polarizacion generalizada de excitacion medida a 360nm.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con las tres sondas estudiadas, podriamos

concluir que la disminucion en el grado de hidratacion de las membranas se produce desde la
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cabeza polar de los lipidos hacia el interior de la misma ya que estas sondas son capaces de
sensar a la misma a distintos niveles de profundidad.

Por otra parte, altos valores en la GPex. estarian indicando un menor grado de movilidad
de la sonda o lo que es similar, un mayor grado de empaquetamiento en los lipidos de esta
muestra. Este cambio en el grado de empaquetamiento lateral de los lipidos en la muestra
wt+NaCl podria estar evitando que las moléculas de agua penetren con mayor facilidad en la
bicapa lipidica en comparacion con la muestra crecida bajo condiciones normales.

En resumen, los resultados obtenidos a partir del Laurdan indicarian que las membranas
aisladas de B. subtilis presentan una mayor dependencia en los valores del parametro de la
GPexc en funcion de la temperatura si se comparan estos resultados con los obtenidos para

ambos tipos de liposomas (Tabla 11).

Muestra AGP ey
wt  wt+NaCl
Membranas 47% 43%
Liposomas Lipidos totales 19% 17%
Liposomas Lipidos polares | 29% 27%

Tabla 11: Célculo de 1a AGP,,. calculada a 360nm para ambos tipos de muestras en el rango de
temperaturas 10-50°C.

En esta tabla se observa que las membranas de wt y las de wt+NaCl presentan una
mayor variacion del pardmetro GPe del Laurdan. Estos resultados indicarian que las
proteinas que se encuentran formando parte de la bicapa mantienen a las membranas mas
sensibles a la temperatura en comparacién con las vesiculas libres de proteinas. Resultados
similares fueron descriptos por D’ Antuono y colaboradores (2000).

Ha sido ampliamente descripto que las caracteristicas dinamicas de los lipidos se
encuentran afectadas directamente por la presencia de proteinas. Asimismo, en experimentos
de reconstitucion de proteoliposomas ha sido demostrado que existe un efecto modulador de
las proteinas integrales de membrana sobre el estado fisico de los lipidos que forman parte de
la misma (Lakowicz, 1999).

Como fue previamente descripto, no existen diferencias significativas en la relacion
fofolipidos/proteinas entre las membranas de wt+NaCl y de wt, sin embargo existen

diferencias significativas en los perfiles de las proteinas de membrana. Estos resultados junto
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con los obtenidos con el Laurdan indicarian que ciertas proteinas presentes en las membranas
de B. subtilis crecidas en un medio hiperosmético serian las responsables del comportamiento

fisicoquimico observado en las mismas.

2.2.5.- Propiedades de la interfaz en membranas aisladas de células sometidas a un

shock osmotico:

Se estudiaron las membranas de la cepa salvaje crecida hasta la fase exponencial de
crecimiento y sometida a un shock osmético durante 3 horas.

Se determino el parametro de GP del Laurdan en funcién de la longitud de onda a 10°,
25°,37°y 50°C (Figura 31).
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Figura 31: Polarizacion generalizada del Laurdan medida sobre membranas aisladas de células
sometidas a un shock osmético durante tres horas. Los valores representan el promedio y el desvio
estandar de tres determinaciones independientes medidos sobre membranas aisladas de células
crecidas hasta fase exponencial y luego sometidas a un shock osmético durante 3 horas.

Al igual que en las membranas aisladas de wt y wt+NaCl, a 10°C los patrones de la
GPexc y de la GP., son similares a los descriptos para membranas ricas en colesterol. Sin
embargo, a partir de 25°C la dependencia de la GP es caracteristica de membranas que se
encuentran en fase liquida ordenada.

En la Figura 32 se comparan los datos del parametro de la GP, graficado en funcion

de la temperatura con los obtenidos para las membranas de wt y wt+NaCl.
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Figura 32: Polarizacion generalizada del Laurdan determinada a una inica longitud de onda en
funcion de la temperatura. Los valores representan el promedio y el desvio estandar de tres
determinaciones independientes. A: polarizacion generalizada de emision medida a 460nm. B:
polarizacion generalizada de excitacion medida a 360nm.

En esta figura se observa que las membranas de las células sometidas a un shock
osmotico durante tres horas presentan valores similares de GP.. a los obtenidos a 37° y 50°C
en las membranas de wt+NaCl, es decir, mayores a los obtenidos para wt.

Por lo tanto, a igual que en las membranas de wt+NaCl, estos valores estarian
indicando un mayor grado de empaquetamiento lateral de los lipidos en esta muestra y un
menor grado de hidratacion en comparacion con el control. El mismo tipo de resultado fue

obtenido utilizando DPH como sonda fluorescente (ver Figura 19 de este Capitulo).
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En conjunto estos resultados estarian indicando que el crecimiento en hiperosmolaridad
y el enfrentamiento de las células a un shock osmotico provoca un aumento en el grado de
empaquetamiento lateral de los lipidos de las membranas. A partir de estos resultados se
puede concluir que algunas caracteristicas fisicoquimicas de las membranas de B. subtilis
como la fluidez y el grado de hidratacion varian en funcion de la osmolaridad externa. Estas
variaciones serian indispensables en las células para contrarrestar el desbalance osmotico

entre éstas y el medio que las rodea.

2.3.- Ensayos de solubilizacion con detergentes:

Con el proposito de determinar la estabilidad de las preparaciones de liposomas y
membranas se realizaron ensayos de solubilizacion utilizando como detergente al Triton X-
100.

El proceso de solubilizacion realizado en estos ensayos fue determinado utilizando la
sonda fluorescente octadecil rodamina B (R18) (Domecq er al, 2001). Esta sonda
fluorescente se inserta en la bicapa lipidica y presenta el fendmeno de autoextincion de
fluorescencia a determinadas concentraciones. En los experimentos realizados se utilizo una
concentracion de 1.5mol%. La adicion del detergente al medio donde se encuentran las
membranas o liposomas provoca una disminucion en la autoextincion de la sonda pues la
misma se particiona entre el solvente y la bicapa lipidica. Este proceso fue determinado por
un aumento en la intensidad de fluorescencia de la R18 en funcion del aumento de la
concentracion del detergente.

Se estudiaron los procesos de solubilizacion tanto de membranas como de liposomas
preparados a partir de lipidos totales y de lipidos polares de la cepa salvaje crecida bajo
condiciones normales y de estrés osmotico.

El proceso de solubilizacion en estos ensayos implica la transformacion de estructuras
lamelares en micelas mixtas la cual es llevada a cabo mediante distintos estadios como fue
detallado en la introduccion de este capitulo.

En la Figura 33 se puede observar que las intensidades de fluorescencia (normalizadas)
muestran un cambio abrupto de pendiente a una determinada concentracion de Triton X-100.
Este cambio corresponde al momento en el que las bicapas pierden la disposicion lamelar
para transformarse en micelas mixtas detergente/lipido (y proteinas en el caso de las

membranas).
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Figura 33: Ensayos de solubilizacion con Tritén X-100. Las curvas representan un experimento
representativo de los ensayos realizados. %F: representa el porcentaje de fluorescencia normalizada
(ver Materiales y Métodos). TL: liposomas de lipidos totales; LP: liposomas de lipidos polares y m:
membranas aisladas.

La interseccion que se obtiene entre las curvas extrapoladas del “plateau” superior y la
porcion lineal de las mismas fue denominada como el punto litico de los liposomas y/o
membranas. A esta relacion detergente/fosforo lipidico, los liposomas y las membranas se
solubilizan y se transforman en micelas mixtas. En la Tabla 12 se muestran los valores

obtenidos a partir de dicha extrapolacion.

Muestra Condicion de [Tritén X-100]/ [Fosforo]
crecimiento mM

Lipidos totales wt 4.50+0.20
wt+NaCl 520+0.10

Lipidos polares wt 2.70+0.30
wt+NaCl 2.50+0.32

Membranas wt 3.16+0.23
wt+NaCl 3.22+0.30

Tabla 12: Determinacion de los puntos liticos de los liposomas y membranas de wt y wt+NaCl.
Los valores representan el promedio y el desvio estandar de tres muestras independientes.

A pesar de que ha sido descripto que la CL estabiliza la configuracion lamelar de los

liposomas (Shibata et al., 1994) no existen diferencias significativas durante la solubilizacion
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de las membranas y de los liposomas construidos a partir de lipidos polares entre las muestras
wt y wt+NaCl indicando que el aumento en CL observado en las muestras de wt+NaCl no
afecta a la solubilizacion por Triton X-100.

No obstante, en los liposomas construidos a partir de lipidos totales se observan
diferencias significativas. Estos resultados estarian indicando que se necesita adicionar una
mayor cantidad de detergente en los liposomas de la cepa crecida bajo estrés para poder
completar el proceso de solubilizacion. Las diferencias observadas podrian atribuirse a la
presencia de los lipidos neutros que estarian de alguna manera estabilizando la estructura de
la bicapa. No obstante, como no se han caracterizado los lipidos neutros de esta cepa no se
puede realizar un analisis con mayor profundidad.

Los patrones de disminucion de la extincion de fluorescencia y el porcentaje inicial de
dicha extincion son utiles ya que ponen en evidencia la presencia de cambios estructurales
dentro de la membrana (Domecq et al, 2001). No obstante, no se observaron diferencias
significativas ni entre los patrones de disminucion de la extincion de fluorescencia ni en el
porcentaje de la misma en las distintas muestras (no se muestran los resultados). Estos
resultados coinciden con los obtenidos con las otras sondas fluorescentes que tampoco fueron

capaces de detectar cambios estructurales o de transicion de fases.

2.4.-_Permeabilidad _a_protones _medida_sobre_liposomas construidos a_partir _de

lipidos totales:
Diversos estudios realizados con liposomas construidos a partir de lipidos de

membranas de distintos organismos, han demostrado que tanto en el dominio Bacteria como
en el Arquea, la permeabilidad a los protones se mantiene constante en funciéon del cambio en
la temperatura de crecimiento. En general los H son los iones mas utilizados en la
transduccion de energia en ambos dominios (van der Vossberg er al, 1995). La
permeabilidad de la membrana a los H™ es un parametro importante para la viabilidad celular
y a partir de ello, van der Vossberg y colaboradores (1999) proponen la “adaptacion
homeoviscosa de la permeabilidad”. La misma indica que las bacterias ajustan su
composicion lipidica en respuesta a diversos factores externos para mantener constante la
permeabilidad de la membrana a los protones. Dichos autores demuestran que las células de
B. subtilis son capaces de mantener constante la permeabilidad de sus membranas frente a los
protones cuando las células son crecidas a distintas temperaturas.

La sonda utilizada en los experimentos de permeabilidad a protones fue la naranja de

acridina (AO). Esta sonda es sensible a pequeiias variaciones de pH, es hidrosoluble y,
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cuando es incorporada dentro de liposomas cuyo interior posee un pH bajo ésta no fluoresce.
Teniendo en cuenta estas propiedades, diversos investigadores utilizaron a la AO para las
determinaciones de gradientes de pH, utilizando el fenémeno de autoextincion que presenta
la misma (Clerc & Barenholz, 1998). La acumulacién de AO en el interior de los liposomas
provocaria la agregacion de la misma dando lugar a variaciones en sus caracteristicas
espectrales. También se ha observado la formacion de agregados no fluorescentes en solucion
(Clerc & Barenholz, 1998).

Experimentalmente, el gradiente de pH de transmembrana se logré utilizando diversas
concentraciones de sulfato de amonio que dieron lugar a diferencias entre el pH externo e
interno del liposoma. Es importante mencionar que el coeficiente de permeabilidad del
amonio es once Ordenes de magnitud mayor que el coeficiente de permeabilidad del i6n
sulfato y que el gradiente de pH impuesto por el gradiente de amonio es estable y constante.

Los liposomas se construyeron en una solucion conteniendo 120mM (NH4):SO4 pH 7 y
las soluciones externas utilizadas para generar el gradiente de amonio fueron las siguientes:
a) 0.4mM (NH4);SO4+119.6mM Na;SO4 pH 7, b) 0.4mM (NH4)>SO4 +119.6mM Li,SO4 pH
7y c) 0.4mM (NH4),SO4+119.6mM K,SO4 pH 7. Asimismo, se utilizo la solucion en la que
fueron construidos los liposomas (120mM (NH4),SO4 pH 7) como control de ausencia de
gradiente. El objetivo de usar tres sales distintas como Na;SOs4, LizSOs y K;SO4 fue

determinar posibles diferencias en el proceso de permeabilidad debidas al contraion utilizado.

2.4.1.- Ensayos de fluorescencia con naranja de acridina:

Con el proposito de determinar si bajo condiciones de estrés osmotico se cumple el
fenomeno de adaptacion homeoviscosa de la permeabilidad se realizaron ensayos de
permeabilidad a protones sobre liposomas unilamelares construidos a partir de lipidos totales.

Se determind la condicion experimental Optima con respecto a la concentracion de
sonda utilizada. Puesto que en estos ensayos se debe medir la disminucién de la fluorescencia
en funciéon del gradiente de amonio impuesto sobre los liposomas no debe existir
autoextincion de la sonda en solucion debido a la formacion de dimeros no fluorescentes.

En la Figura 34 A se observa la fluorescencia de la sonda medida en funcion de su
concentracion en cada una de las soluciones utilizadas en los ensayos de permeabilidad. En la
Figura 34 B se presentan los valores de fluorescencia de la sonda en funcién del tiempo en

las distintas soluciones utilizadas.
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Figura 34: A: Intensidad de fluorescencia de AO en funcion de la concentracion de la sonda. B:
Porcentaje de fluorescencia de la sonda en funcion del tiempo. Los resultados que se muestran en
esta figura constituyen un experimento representativo de los ensayos realizados. %F: representa el
porcentaje de fluorescencia (ver materiales y métodos). Las soluciones utilizadas fueron: a) 120 mM
(NH,),SO4 pH 7, b) 0.4 mM (NH,),SO, + 119.6 mM Na,SO, pH 7, ¢) 0.4 mM (NH,),SO, + 119.6
mM Li,SO;pH 7, d) 0.4 mM (NH,),SO, + 119.6 mM K,SO, pH 7. Entre paréntesis se encuentra el
contraion utilizado en el ensayo.

Como se puede observar en la Figura 34 A se necesitan concentraciones elevadas de la
sonda (del orden de 20uM) para inducir el fenomeno de autoextincion, se utilizd entonces
una concentracion de sonda de 1uM para trabajar bajo condiciones Optimas. Asimismo, la

Figura 34 B muestra que la intensidad de fluorescencia de la sonda no varia en funcion del
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tiempo en cada una de las distintas soluciones utilizadas, descartando fendmenos de
interaccion inespecifica y “fotobleaching™ de la sonda.

En la Figura 35 A y B se observan las curvas de extincion de fluorescencia de la sonda
AO en funcion del gradiente de amonio externo impuesto sobre los liposomas. Como se
mencionoé en parrafos anteriores, la extincion de la fluorescencia se debe a que la sonda pasa
del medio externo hacia el interior del liposoma formandose dentro del mismo dimeros y

agregados que no fluorescen.
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Figura 35: Permeabilidad a protones sobre liposomas de lipidos totales. A: Liposomas de wt. B:
Liposomas de wt+NaCl. Los resultados que se muestran en esta figura constituyen un experimento
representativo de los ensayos realizados. %F: representa el porcentaje de fluorescencia (ver materiales
y métodos). Las soluciones utilizadas fueron: a) 120 mM (NH,),SO4 pH 7, b) 0.4 mM (NH,),SO, +
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119.6 mM Na,SO, pH 7, ¢) 0.4 mM (NH,),SO4 + 119.6 mM Li,SO,pH 7, d) 0.4 mM (NH,),SO, +
119.6 mM K,SO,pH 7. Entre paréntesis se encuentra el contraion utilizado en el ensayo.

De estos resultados se infiere que las células de B. subtilis crecidas bajo condiciones
normales y de estrés osmotico son capaces de mantener constante la permeabilidad de sus
membranas a los protones. No existen diferencias significativas entre las muestras de wt y
wt+NaCl cumpliendo con el requerimiento de la teoria de adaptacion homeoviscosa de la
permeabilidad.

La ausencia de cambios observados en la permeabilidad de las membranas de las
células de B. subtilis crecidas en hiperosmolaridad indicaria que dicho parametro es esencial
para la viabilidad celular y de la membrana como fue demostrado por van der Vossberg y
colaboradores (1995). Por otra parte, se puede observar que una vez llegado al equilibrio en
la concentracion de amonio a ambos lados de la bicapa, la fluorescencia se mantiene
constante en funcion del tiempo indicando que los liposomas son estables bajo las

condiciones estudiadas.

2.4.2.- Mediciones de dispersion luminosa o “light scattering” estatico durante el

proceso de permeabilidad a protones:

Se ha descripto que durante el proceso de permeabilidad y al llegar al estado de
equilibrio pueden producirse cambios en el tamafo de los liposomas (Domecq ef al., 2001).
Esta posibilidad se analizo realizando determinaciones de “light scattering” a lo largo de los

distintos ensayos (Figura 36).
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Figura 36: “Light scattering” estitico medido en funcién del tiempo durante los ensayos de
permeabilidad de protones. A: Liposomas de wt. B: Liposomas de wt+NaCl. Los resultados que
se muestran en esta figura constituyen un experimento representativo de los ensayos realizados. AU:
unidades arbitrarias de fluorescencia (ver materiales y métodos). Las soluciones utilizadas fueron: a)
120 mM (NH,4),SO; pH 7, b) 0.4 mM (NH,4),SO, + 119.6 mM Na,SO,4 pH 7, ¢) 0.4 mM (NH,),SO, +
119.6 mM Li,SO, pH 7. d) 0.4 mM (NH,4),SO, + 119.6 mM K,SO, pH 7.

No se observan diferencias significativas entre wt y wt+NaCl ni entre las distintas
soluciones utilizadas (Figura 36 A y B). Estos resultados indican que no se producen
cambios en el tamafio de los liposomas durante el proceso de permeabilidad. Ademas no se
observan diferencias en los tamafios de los liposomas entre wt y wt+NaCl.

Los resultados obtenidos en los ensayos de permeabilidad indican que el cambio en la
composicion de fosfolipidos y acidos grasos producido durante el crecimiento en estrés
osmotico, no influiria sobre la permeabilidad de protones de los liposomas de B. subtilis.

El mismo tipo de experimento se intent6 realizar utilizando membranas aisladas de los
cultivos crecidos bajo las distintas condiciones de crecimiento. Sin embargo, se producia un
gran aumento de fluorescencia al agregar las suspensiones de membrana durante el ensayo y
por lo tanto fue imposible determinar la permeabilidad de protones en estas condiciones.
Aparentemente se produciria algin tipo de interaccion inespecifica entre la sonda y las

membranas.

2.5.- Formacion de dominios de cardiolipina:

Trabajos realizados en distintos laboratorios describieron el uso de la sonda

fluorescente Nonyl-Acridine Orange (NAO) con el propdsito de observar la formacion de
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dominios de cardiolipina sobre membranas de células eucariotas (Gallet ef al., 1995; Petit et
al., 1994,) y procariotas (Mileykovskaya ef al., 2001). Dichos autores otorgan un rol
preponderante no solo a la carga neta negativa que presenta la cardiolipina sino también a la
estructura que la misma es capaz de adoptar sobre la bicapa lipidica.

En el Capitulo 1 de esta tesis se ha mencionado que la concentracion de cardiolipina en
respuesta al estrés aumenta en un 50% aproximadamente. Por esta razon, se decidid
determinar si, debido a este cambio, se inducia la formaciéon de dominios de cardiolipina en

las muestras en estudio.

2.5.1.- Puesta a punto sobre sistemas modelos de liposomas:

2.5.1.1.- Espectros de emision de NAO en funcion de la concentracion de la sonda:

Para la puesta a punto de esta técnica, se utilizaron sistemas modelos de liposomas
unilamelares construidos utilizando concentraciones y relaciones de fosfolipidos conocidas.
Los ensayos se realizaron utilizando agua grado MiliQ para asegurar que los fosfolipidos se
encuentren cargados y que no exista apantallamiento de cargas debido a la presencia de iones
en las soluciones.

En los ensayos se utilizaron como fosfolipidos anidnicos acido fosfatidico (PA),
fosfatidilglicerol (PG) y cardiolipina (CL) al 10, 20 y 40 mol% y 90, 80 y 60 mol%
fosfatidilcolina (PC) respectivamente. Ademas, se utilizo como control adicional
fosfatidiletanoamina (PE).

En la Figura 37 se muestran los controles de fluorescencia de la sonda en agua (Figura
37 A), en liposomas de PC donde la carga neta es cercana a cero (Figura 37 B) y en

liposomas compuestos por 40mol% PE y 60mol% PC (Figura 37 C).
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Figura 37: Espectros de emision de NAO. A: Control de fluorescencia en
100mol%. C: DPPC:PE 60:40 mol%. Los espectros que se muestran en las figuras constituyen un
experimento representativo de los ensayos realizados. If: representa la intensidad de fluorescencia de
emision. Concentraciones utilizadas de sonda: NAO 1: 2.5uM; NAO 2: 5uM; NAO 4: 10uM; NAO

14: 35uM.

agua. B: DPPC

En las tres figuras se observa que solamente se encuentra presente el pico de emision

del mondmero (~530nm) y no se observa la aparicion de la banda correspondiente al dimero

fluorescente (~630nm) el cual ha sido descripto durante la formacion de dominios de

cardiolipina. Asimismo, se determind que a altas concentracion de sonda (NAO 4) se induce

un fenomeno de extincion de fluorescencia posiblemente debido a la formacion de

multimeros no fluorescentes.
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Los resultados obtenidos con los liposomas indican que la formacion de dimeros
fluorescentes de NAO es independiente de la presencia de una superficie de adsorcion donde
la sonda pueda insertarse.

En la Figura 38 se representan los resultados obtenidos utilizando como sistema
modelo al PA. Cuando dicho fosfolipido se encuentra a 10 mol% no se observa la formacion
del dimero fluorescente, sin embargo cuando se aumenta la concentracion del fosfolipido a

20 y 40mol% se observa la banda de emision del dimero fluorescente (~630nm).
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Figura 38: Espectros de emision de NAO en liposomas compuestos por PA yPC. A: DPPC:PA
(90:10 mol%). B: DPPC:PA (80:20 mol%). C: DPPC:PA (60:40 mol%). Los espectros que se
muestran en las figuras constituyen un experimento representativo de los ensayos realizados. If:
representa la intensidad de fluorescencia de emision. Concentraciones utilizadas de sonda: NAO 1:

2.5uM; NAO 2: 5uM; NAO 5: 12uM y NAO 6: 15uM.

En los liposomas conteniendo 20 mol% de PA aparece la banda del monomero y la del
dimero fluorescente en la misma curva a determinada concentracion (NAO 2). Sin embargo,
a medida que aumenta la concentracion de la sonda (NAO 5) la banda del dimero comienza a
disminuir y reaparece la banda de emision del monoémero. Este fenomeno podria atribuirse a
la formacion de multimeros no fluorescentes sobre la superficie del liposoma y en solucion.
El mismo fendmeno se observa en los liposomas conteniendo 40mol% de PA.

La Figura 39 representa los ensayos obtenidos utilizando PG como fosfolipido cargado

negativamente.
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Figura 39: Espectros de emision de NAO en liposomas compuestos por PG y PC. A: DPPC:PG
(90:10 mol%). B: DPPC:PG (80:20 mol%). C: DPPC:PG (60:40 mol%). Los espectros que se
muestran en las figuras constituyen un experimento representativo de los ensayos realizados.
Concentraciones utilizadas de sonda: NAO 1: 2.5uM; NAO 2: 5uM; NAO 4: 10uM y NAO 5: 12uM.

En los liposomas conteniendo 10mol% y 20mol % de PG (Figura 39 A y B) solo se
observa la banda de emision de fluorescencia del mondmero. Sin embargo, cuando la
concentracion de PG es de 40mol% (Figura 39 C) comienza a aparecer la banda de emision
del dimero, incluso a bajas concentraciones de sonda (NAO 2). Ademas, al igual que en los

liposomas que contienen PA, el aumento de la concentracion de la sonda induce la

desaparicion del dimero.




Capitulo 2. Membranas: caracterizacion fisico-quimica. Resultados.

En la Figura 40 se observan los ensayos obtenidos utilizando a la CL como fosfolipido
cargado negativamente. En los liposomas conteniendo 10mol% de CL (Figura 40 A) se
observa la formacion del dimero aun a bajas concentraciones de sonda (NAO 1). A medida
que aumenta la concentracion de CL en la bicapa, la formacion de dimero es mas evidente.
Cuando los liposomas contienen 20mol% de CL (Figura 40 B) a determinadas
concentraciones de la sonda (NAO 5 y 6) practicamente no existe la banda del monémero
siendo predominante la banda del dimero fluorescente. Este fenémeno habia sido
mencionado previamente en los liposomas que contienen 40 mol% de PA y ocurre cuando se
utilizan determinadas concentraciones de sonda. A medida que aumenta la concentracion de
la misma, la banda del dimero comienza a desaparecer y reaparece con mayor intensidad la
del monomero. El mismo tipo de fenomeno se observa en los liposomas que coentienen

40mol% de CL.
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Figura 40: Espectros de emision en liposomas de CL:PC. A: DPPC:CL (90:10 mol%). B:
DPPC:CL (80:20 mol%). C: DPPC:CL (60:40 mol%). Los espectros que se muestran en las
figuras constituyen un experimento representativo de los ensayos realizados. If: intensidad de
fluorescencia. Concentraciones utilizadas de sonda: NAO 1: 2.5uM; NAO 2: 5uM; NAO 4: 10uM;
NAO 5: 12uM; y NAO 8: 20uM.

A partir de estos resultados se puede concluir que la presencia de CL contribuye con la
aparicion del dimero fluorescente (a 630nm) de la sonda NAO sobre la superficie de la bicapa
puesto que en los experimentos realizados a bajas concentraciones de sonda (2.5uM) y de
fosfolipidos anionicos (10 mol% lipido cargado) se determiné la presencia de la banda de
emision del dimero solamente en los liposomas conteniendo CL. No obstante, la formacion
de dicho dimero fluorescente no es especifica de la presencia de la CL. Los resultados
obtenidos con el PA y el PG demuestran que estos fosfolipidos también son capaces de
inducir la formacion del dimero.

Recientemente, se postuld que la CL formaria una especie de cavidad hidrofobica en la
bicapa (Mileykovskaya ef al., 2001) que permitiria a la sonda insertarse en la misma. Los
resultados que se mostraron en este capitulo indicarian que la CL estaria formando dichas
estructuras hidrofobicas. No obstante, otros fosfolipidos como PA y PG también serian
capaces de formar esos dominios hidrofébicos que permiten la dimerizacion de la sonda.
Ademas, se comprobé que es importante determinar la Optima concentracion de sonda que se
utilizara en los ensayos ya que se pueden obtener resultados erréneos debido a que no

siempre se observa aparicion de la banda de emision del dimero.
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2.5.1.2.-_Determinacion del potencial de superficie:

Para determinar si la carga neta presente en los liposomas era fundamental para la
diferencia observada en los espectros de emision de la sonda NAO, se realizaron ensayos de
carga neta de superficie utilizando las mismas mezclas de fosfolipidos.

En la Figura 41 se encuentran los resultados obtenidos utilizando la sonda fluorescente
acido anilino naftaleno -8- sulfonico (ANS). Como se puede observar no existen diferencias
significativas entre los valores de potencial de superficie determinados para los liposomas de
PG y CL. Sélo existen leves diferencias con los liposomas de PA cuando los mismos estan
compuestos por 40mol% de fosfolipido cargado negativamente. Ademas, se observan
diferencias entre los valores obtenidos para los liposomas de fosfolipidos aniénicos y los

liposomas construidos conteniendo PE.

25-
—=—PC:CL
——PC:PG

0..
/ —=— PC:PE
——PC:PA

Ay g (mV)
)
<

-75 T T T
0 10 20 30 40 50

(fosfolipido cargado) mol%

Figura 41: Potencial de superficie medido sobre liposomas modelos. El potencial se superficie fue
medido sobre liposomas construidos a partir de las distintas composiciones molares de los
fosfolipidos cargados y PC. A¥, : potencial de superficie en milivolts (mV).

A partir de estos resultados se puede concluir que la diferencia observada en la
formacion del dimero fluorescente en los liposomas que contienen PA, PG y particularmente
CL no se debe a la presencia de una carga neta diferencial entre los mismos. Por lo tanto,
como se menciono anteriormente, la formacion del dimero de la sonda seria debido a la
formacion de “estructuras” hidrofobicas en la superficie de la bicapa y no a la carga

superficial que presenten los liposomas.
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2.5.2.- Determinacion de dominios de cardiolipina en muestras bioldgicas:

2.5.2.1.- Determinacion de dominios de cardiolipina sobre liposomas de lipidos

totales obtenidos de las cepas YB886 y CL2:

Se realizaron ensayos utilizando liposomas construidos a partir de lipidos totales de la
cepa salvaje de B. subtilis y de una cepa mutante para la biosintesis de cardiolipina (CL2) con
el proposito de determinar si en liposomas construidos con lipidos provenientes de muestras
biologicas complejas era capaz de observarse la formacion del dimero de NAO.

Se construyo una cepa mutante para la biosintesis de cardiolipina para determinar la
contribucion de este fosfolipido anionico durante la adaptacion a altas concentraciones
salinas. Su caracterizacion bioquimica se describe mas adelante. En estos ensayos la cepa
mutante fue utilizada como control ya que no posee cardiolipina en su membrana.

En la Figura 42 A y B se muestran los resultados obtenidos en liposomas de la cepa
salvaje y en la Figura 42 C y D los obtenidos para la cepa mutante. Al igual que en los

liposomas modelo los ensayos se realizaron utilizando agua grado MiliQ.
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Figura 42: Espectros de emision de NAO en funcién de la concentracion de la sonda. A: cepa wt
crecida bajo condiciones normales. B: cepa wt crecida en 1.5M de NaCl. C: cepa CL2 crecida
bajo condiciones normales. D: cepa CL2 crecida en 1.5M de NaCl. Los espectros que se muestran
en las figuras constituyen un experimento representativo de los ensayos realizados. Concentraciones
utilizadas de sonda: NAO 1: 2.5uM; NAO 2: 5uM; NAO 5: 12uM. Se incluye un blanco de
liposomas sin marcar.

Para la cepa salvaje tanto en los liposomas de wt como en los de wt+NaCl se observa la
formacion del dimero (~630nm). Ambos tipos de liposomas presentan un comportamiento
similar frente a las distintas concentraciones de sonda ensayadas independientemente de la
composicion que presentan los mismos. Sin embargo, en las curvas correspondientes a NAO
2 la banda del dimero es mas importante en wt+NaCl donde la concentracion de cardiolipina
es de 46% en comparacion con wt que posee un 23% de la misma.

En el caso de la cepa mutante para la biosintesis de CL se observa la aparicion de la

banda del dimero tanto bajo condiciones normales como de estrés osmotico. Este resultado
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concuerda con los obtenidos con los sistemas modelos de liposomas y estaria indicando que
no es necesaria la presencia de CL en la bicapa lipidica para inducir la formacion del dimero
fluorescente. Es importante destacar que esta cepa contiene como unico fosfolipido aniénico
al PG en un 75% bajo condiciones normales y en un 83% bajo condiciones de estrés (la
caracterizacion bioquimica de esta cepa se presenta en otro capitulo de esta tesis).

En resumen, se puede concluir que la presencia de cardiolipina en los lipidos de
membrana de B. subtilis no es necesaria para la formacion de dimeros fluorescentes de NAO.
No obstante, se puede inferir que en la cepa mutante CL2 la elevada concentracion de PG
este generando los dominios hidrofébicos mencionados por Mileykovskaya y colaboradores
(2001).

2.5.2.2.- Determinacion de dominios de cardiolipina sobre membranas aisladas

obtenidas de las cepas YB886 y CL2:

Se realizaron ensayos utilizando membranas aisladas de la cepa salvaje y de la cepa
mutante para la biosintesis de cardiolipina (CL2) para determinar si al igual que lo observado
en E. coli (Mileykovskaya & Dowhan, 2000), en las membranas de B. subtilis era capaz de

observarse la formacion del dimero de NAO.
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Figura 43: Espectros de emision de fluorescencia de NAO en funcién de la concentracion de la
sonda. A: cepa wt crecida bajo condiciones normales. B: cepa wt crecida en 1.5M de NaCl. C:
cepa CL2 crecida bajo condiciones normales. D: cepa CL2 crecida en 1.5M de NaCl. Los
espectros representan un experimento representativo de los ensayos realizados. If: intensidad de
fluorescencia. Concentraciones utilizadas de sonda: NAO 2:2.5uM; NAO 5: 12uM; NAO 8: 20uM;
Bco: blanco de membranas sin marcar.

125




Capitulo 2. Membranas: caracterizacion fisico-quimica. Resultados.

En la Figura 43 A y B se pueden ver los resultados obtenidos con las membranas de la
cepa salvaje crecida bajo ambas condiciones de crecimiento. En comparaciéon con los
resultados obtenidos con los liposomas, es necesario agregar una mayor cantidad de sonda
sobre las membranas para observar la aparicion de la banda de emision del dimero. A
determinadas concentraciones de sonda (NAO 5) en la muestra wt el pico del dimero es mas
importante que el del monémero comparado con la muestra wt+NaCl. Este fenomeno puede
deberse al cambio en la composicion de proteinas que se produce durante la adaptacion al
estrés pues no se descarta una interaccion inespecifica de la sonda con las proteinas de
membrana.

En la Figura 43 Cy D se presentan los resultados obtenidos con las membranas de la
cepa mutante CL2. Al igual que con los liposomas, el dimero es capaz de formarse ain en
ausencia de CL en la membrana. Si se comparan estos resultados con los obtenidos para la
cepa salvaje se observa que los espectros comrespondientes a la misma condicion de
crecimiento (wt vs CL2 y wt+NaCl vs CL2+NaCl) son similares entre si. En ambos casos, a
determinadas concentraciones de sonda, el pico del dimero es mas importante que el del
monomero en las muestras crecidas bajo condiciones normales respecto a las crecidas bajo
condiciones de estrés. No obstante, no se puede descartar que el aumento en el grado de
empaquetamiento de las membranas de wt+NaCl (Figuras 17, 18 y 32B) no esté afectando la
insercion de la sonda en la bicapa o la formacion de los dimeros sobre la superficie de la
misma. En la mutante para la biosintesis de cardiolipina, también se determin6 que existe un
aumento en el empaquetamiento de las membranas cuando las células se crecen bajo
condiciones de estrés osmotico (ver Capitulo 3 de esta tesis) y quiza este cambio sea el que

provoque las variaciones observadas en la formacion del dimero.

Estos resultados, en conjunto con aquellos obtenidos a partir de los sistemas modelo de
liposomas, reafirman observaciones previas realizadas por distintos laboratorios los cuales
utilizan como sistema modelo a la membrana mitocondrial. En estos trabajos se indica que la
dimerizacion de la sonda NAO se produce principalmente debido a interacciones
hidrofobicas (Septinus et al.,1983) y que la adsorcion de la misma es independiente de la
presencia de la CL y de su carga negativa (Keij et al., 2000). Asimismo, los experimentos
presentados en este capitulo sugieren que otros fosfolipidos aniénicos (como el PG) serian
capaces de formar dominios hidrofobicos en la superficie de las bicapas que permiten la

dimerizacién de la sonda.
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E.- Fosfolipidos anionicos.

E.1.- Rol de los fosfolipidos anionicos:

Los principales fosfolipidos anionicos que se encuentran en las membranas bacterianas
son el fosfatidilglicerol (PG) y la cardiolipina (CL). Ambos desempefian un rol importante
en distintos procesos bioldgicos como la transduccion energética, el transporte de solutos, el
transporte de proteinas, la transduccion de sefales y la motilidad celular (Matsumoto, 2001).
Estos procesos biologicos serian llevados a cabo debido a la contribucion de las propiedades
fisico-quimicas de los lipidos anionicos a su estado de fase y a su interaccion con las
proteinas. Se ha demostrado que la CL es un factor importante en el mantenimiento de la
actividad de diversas proteinas integrales de membrana como las NADH deshidrogenasas, el
complejo citocromo bcl, la ATP sintasa, la citocromo ¢ oxidasa, y diversas proteinas
“carrier” (Mc Auley ef al., 1999). La interaccion mas conocida es el requerimiento de
cardiolipina que presenta la proteina citocromo ¢. Luego de una extensiva purificacion, la
enzima contiene al menos una molécula de CL fuertemente unida y la misma no puede ser
removida sin la consecuente destruccion de la actividad enzimatica.

Ademas de la interaccion especifica de la CL y el PG con proteinas integrales de
membrana, estos lipidos desempeiian un rol crucial en la adsorcion de una gran variedad de
péptidos y proteinas solubles sobre la superficie de la bicapa lipidica.

Estudios bioquimicos y genéticos realizados con mutantes de biosintesis de estos
fosfolipidos en £E. coli demostraron que los fosfolipidos anionicos se encuentran
involucrados en procesos celulares como la activacion de complejos inactivos de la proteina
iniciadora de la replicacion (DnaA-ADP), la iniciacion de la replicacion de OriC y la
traslocacion a través de la membrana interna de las proteinas dependientes de SecA
(Dowhan, 1997)

E.2.- Caracteristicas de la cardiolipina:

La CL es el unico fosfolipido que posee una estructura dimérica, resultado de la
condensacion de dos moléculas de fosfatidilglicerol, contiene cuatro cadenas parafinicas y
dos cargas negativas. Cada grupo fosfato posee un proton acidico, no obstante estos fosfatos
poseen diferentes constantes de acidez (pK1= 2.8 y pK2>7.5). La acidez débil que presenta
el segundo fosfato se debe probablemente a la formacion estable a nivel intramolecular de

puentes hidrogenos con el grupo central 2’-hidroxilo de la misma molécula.
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En lo que respecta a la estructura de fase adoptada por la CL existen evidencias
considerables acerca del polimorfismo que presenta este fosfolipido. Entre éstas se
encuentran la fase lamelar y la hexagonal. Esta ultima esta favorecida en presencia de
cationes divalentes (Vasilenko ef al., 1982), a bajos pH y a altas concentraciones ionicas. A
diferencia de ello, la presencia de proteinas y de polilisinas, estabilizan la fase lamelar. La
induccion de la fase hexagonal debida a la concentracion idnica y al bajo pH indica la
importancia de las cargas de las cabezas polares en el comportamiento de fase (Tocanne &
Teissie, 1990). No obstante, la relevancia biologica del polimorfismo que puede adoptar la
CL es aun desconocido.

La presencia de CL induciria la formacion de estructuras locales del tipo no-lamelar
dentro de las membranas biologicas. Estas estructuras podrian estar involucradas en la
dinamica propia de la bicapa, en el movimiento transmembrana de determinadas proteinas y
en la dinamica de formacion de sitios de contacto en la membrana. Sin embargo, Schlame y
colaboradores (Schlame er al., 2000) postulan que la mayoria de las moléculas de CL
presentes en las membranas bioldgicas deben encontrarse bajo una conformacion lamelar ya
que ésta es fundamental para la viabilidad celular. No obstante, Mileykovskaya & Dowhan
(2000) postulan que la formacion de estructuras no lamelares se produce en regiones de las
membranas donde existe un aumento en el radio de curvatura como ocurre cerca de los polos
celulares. En particular, estos autores plantean que la cardiolipina se localizaria
preferentemente en los sitios donde se forman los septos de division celular puesto que la
formacion de estructuras no lamelares favorecerian este proceso.

La CL se encuentra unicamente en las membranas de algunas bacterias y en las
mitocondrias. Ambos tipos de membranas poseen un disefio particular que les permite
generar el potencial electroquimico necesario para el trasporte de sustratos y para la sintesis
de ATP. Si bien, durante décadas la funcion de la cardiolipina en la membrana
citoplasmatica ha sido desconocida (Schlame ez al., 2000) reciente la identificacion de los
genes que codifican para las enzimas involucradas en su biosintesis y la consecuente
generacion de células mutantes (en bacterias y en levaduras) han proporcionado una
poderosa herramienta para lograr comprender tanto su biosintesis como su funcién (Dowhan,
1997, Matsumoto, 2001).

La via biosintetica de la CL es similar a otras vias de biosintesis de fosfolipidos, y sus
pasos involucran intermediarios comunes. No obstante, la fase final de su biosintesis es
diferente en eucariotas y en procariotas. La cardiolipina sintasa de procariotas cataliza una

transesterificacion en la cual la porcion fosfatidil de un fosfatidilglicerol es transferida a un
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grupo 3’-hidroxilo libre de otro fosfatidilglicerol. A diferencia de ello, en las células
eucariotas la cardiolipina sintasa une un grupo fosfatidil activado de un fosfatidil-CMP a un
fosfatidilglicerol. Si bien la CL sintasa de los organismos eucariotas es una enzima
mitocondrial y por consiguiente derivada filogenéticamente de un procariota ancestral,
aparentemente la transicion de bacteria a mitocondria habria involucrado una transicion del
mecanismo de reaccion enzimatico. Hasta el presente se desconoce la razéon por la cual

ocurrio esta transicion.

E.3.-_Caracteristicas bioguimicas de células mutantes para la biosintesis de PG y de

CL:

Una mutacion el el gen pgsA4 que codifica para la enzima involucrada en la biosintesis
de PG en E. coli produce inviabilidad en ese microorganismo. Sin embargo, dicha viabilidad
puede recuperarse si las células no poseen la principal lipoproteina de E. coli denominada
Lpp (Kikuchi et al., 2000). La sintesis de Lpp consume una cantidad equimolar de PG con el
proposito de modificar la lipoproteina. Resultados recientes demostraron que en ausencia de
PG la acumulacion de Lpp no modificada provoca anomalias en la membrana celular y por
lo tanto la lisis de las células. Esta lisis ocurriria como resultado de la unién de Lpp con el
peptidoglicano (Susuki ef al., 2002). Observaciones realizadas in vifro demostraron que
frente a la ausencia de PG y de CL FE. coli acumula acido fosfatidico (PA) (Kikuchi et al.,
2000) el cual seria capaz de reemplazar a dichos fosfolipidos en diversos procesos biologicos
como el de la reactivacion de los complejos DnaA-ADP antes mencionados (Castuma et al.,
1993).

Recientemente, Matsumoto (2001) postulé que debido a que los fosfolipidos anidnicos
no son esenciales para la viabilidad de las células de E. coli, se podria agrupar al rol
fisiologico que presentan dichos fosfolipidos en dos grupos:

1) aquellos que actian como sustratos de reacciones enzimaticas dependientes de la
cabeza polar de los fosfolipidos.

i1) aquellos que pueden ser reemplazados en parte o completamente por otros
fosfolipidos que contengan una carga neta negativa.

La sensibilidad a la temperatura observada en la mutante de E. coli sugeriria que en
estas células existen funciones especificas de cabezas polares desconocidas hasta el presente,
que requieren de PG a temperaturas mayores de 40°C. Esta sensibilidad seria dependiente de
la presencia de PG ya que células mutantes para la biosintesis de CL no son sensibles a altas

temperaturas. En este caso ¢l PA aparentemente no podria reemplazar dichas funciones. El
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PG es utilizado como el precursor en la sintesis del oligosacarido presente en la membrana
de E. coli, siendo este componente fundamental en el mantenimiento de la osmolaridad del
periplasma celular (Matsumoto, 2001).

En la levadura Saccharomyces cerevisiae la interrupcion de los genes que codifican
para PG y para CL no produce un fenotipo letal sobre las células, sin embargo se observa
que las funciones mitocondriales de las mismas se encuentran comprometidas (Chang et al.,
1998). Estos resultados indicarian que dichos lipidos anidnicos son indispensables para la
organela. Aparentemente, en levaduras la presencia de al menos uno de estos fosfolipidos es

fundamental y sus funciones podrian ser reemplazadas entre ellos.






Capitulo 3. Fosfolipidos anidnicos. Resultados.

3.- Construccion vy caracterizacion bioquimica de cepas de B. subtilis
mutantes para la biosintesis de lipidos aniénicos:

3.1.- Construccion y_caracterizacion bioguimica de cepas de B. subtilis mutantes

para la biosintesis de cardiolipina:

En el Capitulo 1 se demostré que el crecimiento en hiperosmolaridad y el shock
osmotico al cual son sometidas las células de B. subtilis conducen a un aumento en la
sintesis de CL. Con el proposito de investigar si este fosfolipido es fundamental para el
crecimiento de B. subtilis en alta osmolaridad, se decidio construir una cepa mutante para la
enzima CL sintasa, involucrada en su biosintesis.

A partir de la secuenciacion completa del genoma de B. subtilis se determinod que
existen tres genes homologos al gen que codifica para la enzima CL sintasa (c/s) de E. coli.
Dichos genes son ywnkE (cls2), ywiE (cls1) y ywjk.

Matsumoto y colaboradores (1999) han descripto que en la cepa Marburg de B. subtilis,
solo el gen ywnE estaba implicado en la sintesis de CL. Sin embrago, recientemente se
realizaron analisis de “microarrays” de ADN y se detectd que el gen ywiFE se inducia durante
el estrés por NaCl y por etanol (Price et al., 2001, Petersohn ef al., 2001). Finalmente se
describi6 que dicho gen posee un promotor reconocido por el factor ¢”, implicado en la
respuesta a estrés en esta especie (Petersohn ef al., 2001).

Teniendo en cuenta estos resultados contradictorios se decidid construir las cepas
mutantes para los genes ywiE'y ywnkE en el contexto genético YB886 (cepa salvaje control en

esta tesis) para evaluar su rol en la sintesis de CL durante el crecimiento en alta osmolaridad.

3.1.1.-_Construccion de las cepas:

La estrategia utilizada para obtener las distintas cepas mutantes (ver Materiales y
Métodos) tuvo dos objetivos fundamentales: interrumpir el gen en estudio para analizar su
fenotipo frente al estrés osmotico y determinar la actividad transcripcional del mismo. Para
obtener las cepas deseadas se clonaron fragmentos de los genes ywiFE y ywnE en el plasmido
integrativo pMutin-4 dando origen a los plasmidos pCL29 y pEC20 correspondientes. El
plasmido pMutin-4 lleva el gen lacZ (sin su promotor) que fue utilizado como gen reportero
de la actividad transcripcional. Este vector, ademas, no replica en B. subtilis, por lo tanto
cuando se transforma esta especie, el mismo se pierde o recombina con el cromosoma

bacteriano. Esta recombinacion homologa solo ocurre cuando se ha clonado en el plasmido
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algin gen (o secuencia de ADN) que posee una region homologa en el cromosoma
bacteriano. En este caso, la recombinacion se efectué por medio de los fragmentos
correspondientes a los genes ywils (clsl) y ywnk( cls2) presentes en los plasmidos pCL29 y
pEC20 respectivamente dando como resultado las cepas CL1 y CL2.

Luego de realizadas las construcciones y transformaciones correspondientes, se
procedio a comprobar que las cepas tenian interrumpidos los genes de interés mediante las

técnicas que se describen a continuacion.

3.1.1.1.- Construccion de la cepa CL1, mutante para el gen ywik:

En la Figura 44 A se muestra la construccion cromosomica realizada en la cepa CL1.

Construccion en cepa CL1

BamH1 Miniﬂll HmndIII

o D Pspac Wi ‘
ywikE lacZ pMutin 4 ’ ‘ywi \ )
S - -
C1 2 C1 2

Figura 44 A: Construccién presente en el cromosoma de la cepa CL1. Se indican los distintos
elementos producto de la integracion del plasmido pCL29 en el cromosoma de la cepa YB886 dando
origen a la cepa CL1. ywiE’: indica que dicho gen esta interrumpido en su extremo 3°; /acZ: indica
que el gen lacZ no posee su propio promotor y por lo tanto su transcripcion depende del gen ywik;
Pspac: promotor inducible por IPTG; ‘ywiE: parte 3” de dicho gen. Se indican también la ubicacion
de los “primers” utilizados para el clonado y construccion de la sonda para el analisis por Southem
Blot (C1 y C2). Por simplicidad solo se muestran los sitios de corte de las enzimas de restriccion
Hindlll y BamH]1 (los sitios en color rojo fueron generados durante esta construccion)

Para confirmar la construccion de esta cepa se realizo un ensayo de Southern Blot con
ADN cromosomico extraidos de las cepas CL1 y YB886 (control) digeridos con la enzima
de restriccion Hindlll. Como sonda se utilizo un fragmento amplificado con los “primers”

C1 y C2 como se detalla en Materiales y Métodos.
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En la Figura 44 B se observa que en la cepa CL1 se detecta una sefial que corresponde
a un fragmento de aproximadamente 1.5 Kpb producto de la insercion del plasmido pCL29
en el cromosoma de la cepa YB886 (comparar lineas 1 y 2). Como se observa en la Figura
44 A este fragmento se origina al generarse un nuevo sitio de restriccion para la enzima

Hindlll durante la construccion de esta cepa.

1 2

. |_80Kpb
[ 5.0Kpb

. 2.0 Kpb

W 15K

Figura 44 B: Southern Blot para verificar la construccién de la cepa CL1. El ADN cromosomico
de cada cepa se digirié con la enzima Hindlll y el Southern Blot se realizo como se describe en
Materiales y Métodos. Linea 1: cepa CL1; linea 2: cepa salvaje YB886. Se indican los marcadores
de peso molecular. Kpb (kilopares de bases).

3.1.1.2.- Construccion de la cepa CL2, mutante para el gen ywnE:

En la Figura 45 A se describe la construccion presente en la cepa CL2. Para verificar
la misma se realizo un ensayo de PCR donde se utilizaron los “primers” C5 y LZ. El
“primer” LZ es complementario al gen /acZ presente en el plasmido integrado en las cepas
CL2 y BFS219 (control positivo de la reaccion). Esta ultima no es isogénica a la cepa
YB886 utilizada en este trabajo y fue construida con el mismo plasmido pEC20 en el
contexto genético de la cepa 168 por el Dr. P. Stragier.

En la Figura 45 B se observa la amplificacion de un fragmento del tamafio esperado
(aproximadamente 1.3 Kpb) sélo en las cepas CL2 y Bfs219, mientras que el mismo esta

ausente en la cepa YB886. Los otros fragmentos de diferentes tamafios que se observan en
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todas las cepas son productos espurios de la reaccion de PCR debido a amplificaciones

inespecificas.
Construccion en cepa CL2
ywnE! ‘lacZ it Pspac  nyppp;
2 < <
Ccs (&3 LZ

Figura 45 A: Construccion presente en el cromosoma de la cepa CL2. Se indican los distintos
elementos producto de la integracion del plasmido pEC20 en el cromosoma de la cepa YB886 dando
origen a la cepa CL2. ywnE”: indica que dicho gen esta interrumpido en su extremo 3’; ‘lacZ: indica
que el gen /acZ no posee su propio promotor y por lo tanto su transcripcion depende del gen ywnkE;
Pspac: promotor inducible; ‘ywnE: parte 3” de dicho gen. Se indican también los “primers” utilizados
para el posterior analisis por PCR (C5 y LZ). y el “primer” C6 que fue utilizado para la construccion
de la cepa CL21.

1 2 3 4

1.OKpb __| &
0.5 Kpb | =

0.1 Kpb —

Figura 45 B: Verificacién de la cepa CL2 mediante PCR. El ADN cromosémico de las distintas
cepas fue utilizado en una reaccion de PCR con los “primers” C5 y LZ como se describe en
Materiales y Métodos. Los fragmentos fueron resueltos en un gel de agarosa 1.2%, tefiidos con
bromuro de etidio y fotografiados. Linea 1: marcador de peso molecular; linea 2: cepa salvaje
YB886; linea 3: cepa CL2; linea 3: cepa Bfs219. Se indican las posiciones de algunos marcadores de
peso molecular. Kpb (kilopares de bases). La flecha indica la posicion del fragmento esperado
(aprox. 1.3 Kpb).
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Como se observa en las Figuras 44 B y 45 B, las cepas CL1 y CL2 poseen las
construcciones esperadas para los genes de interés. Por simplicidad se utilizara c/s/ para
referirse al gen ywilk y cls2 para referirse al gen ywnk.

Una vez confirmado esto, se procedi6 a estudiar la composicion lipidica de las distintas
cepas con el objetivo de determinar cual/es es/son los genes involucrado/s en la biosintesis
de CL.

3.1.2.- Composicion lipidica de las membranas de las cepas CLI y CL2:

3.1.2.1.- Composicion fosfolipidica de las cepas CL1 y CL2:

El analisis de la composicion de lipidos polares de la cepa CLI1, la cual posee
interrumpido el gen c/s1, se muestra en la Figura 46. En esta figura se observa que la cepa

CL1 presenta el mismo perfil lipidico que la cepa salvaje, incluyendo la presencia de CL.

LysP6 ——

§
§
i
%

W oAl

Figura 46: HPTLC: Patrén de lipidos polares. HPTLC Silicagel 60 / F 254 Merck Articulo n°
5628. Sistema de solvente de desarrollo Cloroformo: Metanol: Ac. Acético (65:25:5; v:v:v). wt: cepa
salvaje, CL1: cepa mutante para el gen c/s1.

A pesar de que no se observaron diferencias en el perfil de lipidos polares entre ambas

cepas se procedio a la cuantificacion de los mismos (Figura 47).
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Figura 47: Composicién porcentual de los fosfolipidos de la cepas wt y CL1. Los valores
representan el promedio y el desvio estandar de tres determinaciones independientes.

No existen diferencias significativas entre los porcentajes de los fosfolipidos de la cepa
salvaje y los de la cepa mutante CL1. Estos resultados indicarian que el gen c/sl no es
fundamental para la biosintesis de CL.

Cuando se analiz6 el perfil de los lipidos polares presentes en la cepa CL2, la cual

posee interrumpido el gen c/s2, se observo una ausencia total de CL (Figura 48).

C
DGDG L
PG
PE
X?
LysPG

Figura 48: HPTLC: Patrén de lipidos polares. HPTLC Silicagel 60 / F ;54 Merck Articulo n°
5628. Sistema solvente de desarrollo Cloroformo: Metanol: Ac. Acético (65:25:5; v:v:v). X? Mancha
ninhidrina positiva y fosforo negativo. wt: cepa salvaje, CL2: cepa mutante para el gen c/s2.
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Con el propésito de conocer la contribucion porcentual de los fosfolipidos presentes en
la cepa CL2 se procedié a la cuantificacion de los mismos. Los resultados obtenidos se

muestran en la Figura 49.
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Figura 49: Composicion porcentual de los fosfolipidos de la cepas wt y CL2. Los valores
representan el promedio y el desvio estandar de tres determinaciones independientes.

En esta figura se observa que en las membranas de la cepa CL2 se produce un aumento
importante en el contenido de PG. Dicho lipido constituye aproximadamente el 77% de los
fosfolipidos totales, siendo el Ginico de naturaleza anionica presente en la membrana de la
cepa mutante. A diferencia de los resultados obtenidos en mutantes de £. coli (Nishijima e7
al., 1988), en B. subtilis no se observa acumulacion de acido fosfatidico (PA) cuando el gen
responsable de la biosintesis de CL se encuentra interrumpido.

En resumen, estos resultados indicarian que la interrupcion del gen c/s2 daria lugar a
una deficiencia total en la sintesis de la CL. Esto sugeriria que en B. subtilis el producto del
gen c¢/s2 seria el principal responsable de la actividad CL sintasa de acuerdo a lo observado
por Matsumoto y colaboradores (1999) en la cepa Marburg.

Con respecto a los fosfolipidos de naturaleza zwitterionica, no existen diferencias
significativas en el porcentaje de la PE. Sin embargo, se observa que el porcentaje de LysPG
disminuye en la cepa CL2 en comparacion con el control. Aparentemente, el metabolismo
del mismo estaria alterado como consecuencia de la variacion en el metabolismo lipidico

debido a la ausencia de CL.
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3.1.2.2.-_ Cuantificacion del DGDG en las cepas CL1y CL2:

Se procedio a la cuantificacion del diglucosildiacilglicérido (DGDG) con el objetivo de
investigar si el cambio producido en el metabolismo de fosfolipidos debido a la interrupcion

de los genes cis1 y cls2 afectaba a la contribucion porcentual de este glicolipido.

Cepa pmoles Glucosa/pmoles
Fosforo
wt 0.57+0.07
CL1 0.52+0.04
CL2 0.32+0.03

Tabla 13: Relacion glicolipido/fosfolipido en las distintas cepas. Los valores representan el
promedio y el desvio estandar de tres determinaciones independientes.

En la cepa CL2 existe una disminucion en el contenido del DGDG en comparacion con
la cepa salvaje. Este resultado esta indicando que en esta cepa se generaria una alteracion en
el metabolismo del DGDG debido al aumento relativo de PG o a una disminucién en la

concentracion del precursor de este glicolipido.
A partir de los resultados obtenidos en las Figuras 46 y 47 y en la Tabla 13 se puede
concluir que los lipidos polares de la cepa CL1 no presentan diferencias significativas en

comparacion con la cepa salvaje, por lo tanto no se continuo6 el estudio de la misma.

3.1.3.- Crecimiento de la cepa CL2 en hiperosmolaridad:

3.1.3.1.-_Curvas_de crecimiento de la cepa wt y CL2 en respuesta a_distintas

concentraciones de NaCl:

Para determinar si la cepa CL2 era capaz de crecer en presencia de NaCl en el medio
de cultivo se realizaron las distintas curvas de crecimiento que se muestran en la Figura 50.

Cuando ambas cepas fueron crecidas en presencia de 0.75M y de 1M de NaCl no se
detectaron diferencias en las curvas de crecimiento (Figura 50 A y B). Sin embargo, cuando
al medio de cultivo se le adicion6é 1.25M de NaCl (Figura 50 C) la cepa CL2 present6 un

retraso en el crecimiento de aproximadamente 5 horas en comparacion con la cepa salvaje.
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10 12

4 6 8
1.25M NaCl Tiempo (hs.)

Figura 50: Curvas de crecimiento de las cepas wt y CL2 en presencia de NaCl. Las distintas
curvas representan el crecimiento de ambas cepas en el medio de cultivo LB suplementado con
distintas concentraciones de NaCl. A: 0.75M NaCl, B: IM NaCl, C: 1.25M NaCl y D: 1.5M NaCl.

Asimismo, cuando se agregd 1.5M NaCl no se detecto el crecimiento de la cepa CL2
durante las primeras 10 horas de incubacion (Figura 50 D). Luego de este extenso lag esta
cepa comenzo a crecer. Sin embargo, la densidad Optica final alcanzada fue menor que la
obtenida para la cepa salvaje.

Estos resultados estarian indicando la importancia de la CL en el proceso de adaptacion
de B. subtilis a altas concentraciones salinas. Sin embargo, este fosfolipido no seria

fundamental para el crecimiento de esta especie en hiperosmolaridad.
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3.1.3.2.- Osmorresistencia de la cepa CL2:

Con el proposito de determinar si existe una relacion entre la osmorresistencia
observada en la entrada en fase estacionaria de B. subtilis y la presencia de la CL en la
membrana, se realizaron ensayos de osmorresistencia de la cepa salvaje y de la cepa mutante
(CL2).

En estos ensayos los cultivos de ambas cepas fueron crecidos en el medio LB y luego
sembrados en placas de LB, LB + 1M NaCl y LB + 1.5M NaCl. El sembrado en placa se
realizo cuando las células se encontraban en la fase exponencial del crecimiento y cuando
habian ingresado a la fase estacionaria de crecimiento (T+1). Los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla 14.

Fase de Porcentaje de Osmorresistencia
crecimiento 1 M NaCl 1.5 M NaCl
wt exponencial 5% 1.5%
wt T+1 94% 80%
CL2 exponencial 8% 1%
CL2 T+1 99% 84%

Tabla 14: Osmoresistencia en placa de las cepas wt y CL2. Los valores representan un
experimento representativo de los ensayos realizados.

Luego de incubar las placas durante 48 horas a 37°C no se observaron diferencias entre
ambas cepas, ni en el tiempo de crecimiento ni en la morfologia de las colonias. Estos
resultados indicarian que la CL no seria importante para resistir al estrés osmotico cuando las
cé€lulas se encuentran al inicio de la fase estacionaria. En ambas cepas se observa que en el
estadio T+1 la osmorresistencia es mayor que en fase exponencial confirmando los

resultados descriptos por Ruzal y Sanchez Rivas (1994) en la cepa salvaje.

3.1.4.- _Composicion_fosfolipidica de la cepa CL2 crecida bajo condiciones de

hiperosmolaridad:

Como fue demostrado previamente la cepa CL2 es capaz de crecer en medios con alta
osmolaridad. Con el objetivo de determinar si durante este crecimiento esta cepa era capaz
de sintetizar CL por una via alternativa diferente del producto del gen c/s2, se analizaron los

lipidos de los cultivos crecidos en el medio LB + 1.5M NaCl.
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El analisis del patrén de fosfolipidos indica que la cepa CL2 no es capaz de sintetizar

CL por una via independiente al gen c/s2 cuando es crecida en hipersalinidad (Figura 51).

DGD6

PE

Figura 51: HPTLC: Patrén de lipidos polares de la cepa CL2 crecida en LB y de la cepa CL2
crecida en LB + 1.5M NaCl. HPTLC Silicagel 60 / F 254 Merck Articulo n°® 5628. Sistema
solvente de desarrollo Cloroformo: Metanol: Ac. Acético (65:25:5; v:v:v). wt: cepa salvaje crecida en
LB, CL2: cepa CL2 crecida en LB, CL2+NaCl: cepa CL2 crecida en LB + 1.5M NaCl.

»
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La cuantificacion de los lipidos polares de la cepa CL2 crecida bajo condiciones

normales y de hiperosmolaridad se muestra en la Figura 52.
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Figura 52: Composicién porcentual de los fosfolipidos de la cepa CL2 crecida bajo condiciones
normales y de hiperosmolaridad. Los valores representan el promedio y el desvio estandar de tres
determinaciones independientes.

En cuanto al porcentaje de la PE y del LysPG no se observan diferencias significativas

entre las condiciones de crecimiento.
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indicando que la misma no fue incorporada al interior del liposoma. Estos resultados estarian
relacionados con el aumento en el grado de empaquetamiento lateral de los lipidos de esta
muestra (ver seccion 3.1.8.3). Sin embargo, no se puede descartar que el proceso de
permeabilidad sea mas lento en estos liposomas y que sean necesarios tiempos largos de
incubacion (mayores a los utilizados en el ensayo) para llegar al equilibrio de gradientes.

Con el proposito de descartar posibles cambios en el tamaiio de los liposomas debido al
proceso de permeabilidad, se realizaron mediciones de “light scattering” estatico en las
distintas muestras. No se observaron variaciones en el tamafio de los liposomas a lo largo de
los ensayos ni en la muestra CL2 ni en CL2 + NaCl. Tampoco se observaron diferencias
entre los distintos buffers utilizados (datos no mostrados).

Por otra parte, los valores de “scattering” obtenidos con los liposomas de CL2 + NaCl
siempre fueron mayores a los de CL2. Esto indicaria que los liposomas construidos con los
lipidos de la cepa mutante crecida en medio hipersalino tendrian un mayor tamaio.

En conjunto, los resultados presentados indicarian que los cambios producidos en la
membrana de la cepa CL2 debido a la ausencia del producto del gen c/s2 afecta la
permeabilidad de protones y probablemente la estabilidad de las membranas y los liposomas
(Figuras 57 y 58 A). Resultados similares fueron descriptos por Shibata y colaboradores

(1994) en sistemas modelos de liposomas en ausencia de CL.

3.1.8.3.- Propiedades de interfuz lipido/agua:

La sonda fluorescente Laurdan fue utilizada para estudiar las propiedades de las
interfaces de los liposomas y de las membranas de la cepa CL2 crecida bajo condiciones

normales y de hipersalinidad.

3.1.8.3.1.-_Propiedades de la interfaz en liposomas construidos a partir de los lipidos

totales:
En la Figura 16 se observan los espectros de excitacion y emision del Laurdan medido

sobre liposomas de lipidos totales determinados a 10°, 25°, 37° y 50°C.
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Los resultados observados en esta figura muestran que existe un incremento en el
porcentaje de PG en la cepa CL2 crecida en hipersalinidad. Esto indicaria que existe una
tendencia a aumentar el porcentaje de los fosfolipidos anidnicos en las membranas de B.
subtilis en respuesta al estrés osmotico. Al encontrarse bloqueada la biosintesis de CL en la
cepa CL2, el PG se acumula en la membrana citoplasmatica de estas células. Este aumento
de PG cuando la cepa CL2 es crecida en presencia de 1.5M de NaCl, sugeriria que en ciertas
reacciones especificas dependientes de las cabezas polares de los fosfolipidos, el PG
reemplaza a la CL como ha sido descripto en E. coli (Matsumoto, 2001). Este reemplazo no
modifica la carga neta de las membranas pues ambos fosfolipidos poseen una sola carga

negativa a pH fisiologico.

3.1.5.- Cuantificacion del DGDG en la cepa CL2 crecida bajo condiciones de

hiperosmolaridad:

Se cuantificé la concentracion del DGDG en la cepa CL2 crecida en el medio de
cultivo LB y en LB+1.5M NaCl para determinar si el crecimiento en alta salinidad afectaba

la concentracion de glicolipido presente en la membrana.

Cepa y condicion de pg de aziucares / pmol de fésforo
crecimiento
wt 0.57+0.05
wt + NaCl 0.72 £ 0.06
CL2 0.32+0.03
CL2 + NaCl 0.50+0.02

Tabla 15: Relacion glicolipido/fosfolipido en las cepas wt y CL2 crecidas en LB y en LB + 1.5M
NaCl. Los valores representan el promedio y el desvio estandar de tres determinaciones
independientes. wt: cepa wt crecida en LB, wt+NaCl: cepa wt crecida en LB+ 1.5M de NaCl, CL2:
cepa CL2 crecida en LB, CL2+NaCl: cepa CL2 crecida en LB + 1.5M de NaCl.

En esta tabla se observa que existe un aumento en la concentracion del DGDG cuando
las células de ambas cepas son crecidas en el medio hipersalino. El mismo tipo de resultados
fue descripto en Saccaromyces cerevisiae crecida en condiciones de estrés por NaCl (Sharma

etal., 1996).
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3.1.6.- Composicion de dcidos grasos en condiciones de crecimiento normales y de

hiperosmolaridad:

En la Figura 53 se observa la composicion porcentual de los acidos grasos que

esterifican los lipidos de la cepa CL2 crecida en LB y en LB + 1.5M NaCl.
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Figura 53: Composicion global porcentual de acidos grasos. Los valores representan el promedio
y el desvio estandar de tres determinaciones independientes.

En esta figura se observa que en la cepa CL2 crecida en LB existe un aumento en el
porcentaje de acidos grasos lineales y una disminucion en el de los ramificados (en particular
aquellos que pertenecen a la serie iso) en comparacion con la cepa salvaje. Bajo condiciones
de estrés estas diferencias estan mas acentuadas.

Si se comparan los valores de ambas cepas crecidas en hiperosmolaridad se observa
una tendencia a aumentar los acidos grasos lineales y disminuir los ramificados en respuesta
este estres.

Estas variaciones en las cadenas parafinicas de los lipidos podrian estar produciendo

cambios en la microviscosidad de las membranas de CL2.

3.1.7.- Expresion del gen cls2:
3.1.7.1.-_Andlisis de la actividad f-galactosidasa en la cepa CL2:

Se analizo la actividad del promotor perteneciente al gen c/s2 con el propdsito de

determinar si existen variaciones en la transcripcion del gen debida al crecimiento en

hipersalinidad. Para ello se cultivo a esta cepa en LB con distintas concentraciones de NaCl
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y a distintos tiempos se tomaron muestras para medir la DO600nm y la actividad B-

galactosidasa.

10 s 2 o e e Y
.

DO600nm

0.1

Tiempo (hs.)

—=— DO600nm LB ——-DO600nm 0.5M & DO600nm 0.75M ‘ |
| —8—U p-gal LB ~6— U B-gal 0,5M A U B-gal 0,75M

Figura 54. Actividad B-galactosidasa de la cepa CL2. Las curvas que se muestran constituyen un
experimento representativo de los ensayos realizados. LB: medio LB, 0.5M: medio LB + 0.5M NaCl.
0.75M: medio LB + 0.75M NaCl, U B-gal: unidades de B-galactosidasa.

Cuando esta cepa fue crecida en los distintos medios se observé un aumento en la
induccion del gen a medida que las células ingresan a la fase estacionaria. Esta induccion es
ain mas marcada en los cultivos crecidos en medio LB + 0.75M NaCl. Si bien esta
activacion de la transcripcion coincide con la entrada en la fase estacionaria de crecimiento,
esta induccion seria de 1.5 a 2 veces mayor que la obtenida en el control (LB).

Estos resultados estarian indicando que existe un aumento en la expresion del gen c/s2
bajo condiciones de estrés hipersalino. No obstante, dicha expresion seria de mayor
importancia cuando las células ingresan a fase estacionaria de crecimiento.

Un aspecto interesante de los resultados obtenidos en este experimento es la
concordancia con los datos bioquimicos que se presentaron en el Capitulo 1 (ver Figura 11),
en los cuales se demostro que cuando B. subtilis ingresa a la fase estacionaria se produce un

aumento en la concentracion de CL.
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3.1.7.2.-_ Anadlisis de la actividad p-galactosidasa en la cepa CL21:

Como se ha descripto en la seccion anterior, analizamos la transcripcion del gen c/s2 en
la cepa CL2. En esa cepa el gen se encuentra interrumpido (Figura 45 A) por lo tanto es
incapaz de sintetizar CL. Con el proposito de evaluar la transcripcion del gen c¢/s2 en un
contexto salvaje y evaluar la importancia de la expresion de la CL sintasa sobre su propio
promotor, se decidié construir la cepa CL21.

Dicha construccion se realizo utilizando el plasmido pEC6 (como se describe en
Materiales y Métodos) obteniéndose el plasmido pCL31. Este tltimo no posee un origen de
replicacion para bacterias Gram positivas, por lo tanto cuando se transforma B. subtilis el
plasmido se pierde o se recombina con el cromosoma bacteriano. Esta recombinacion puede
darse entre el fragmento del gen clonado con el gen cromosomico (en este caso c¢/s2) o por
medio de las partes del gen amyF (que codifica para la enzima a-amilasa) que flanquean la
construccion c¢ls2 - lacZ con el gen amyE cromosoémico.

El segundo evento fue el que se busco (Figura 55). El mismo fue identificado debido a
que las colonias transformadas (cloramfenicol resistentes) no presentaban halo degradacion
del almidon.

El clon obtenido luego del evento de recombinacion (clon CL21) fue utilizado para

detectar la actividad B-galactosidasa bajo distintas condiciones de crecimiento (Figura 56).
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Figura 55: Construccion de la cepa CL21 amyE (cis2’::’lacZ). Se muestra el plasmido pCL31 y
los eventos de recombinacion homologa con el gen amyE presente en el cromosoma de B. subtilis. La
descripcion de los elementos involucrados se encuentra en el pié de Figura 3 de Materiales y
Métodos.
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Figura 56: Actividad B-galactosidasa de la cepa CL21. Las curvas que se muestran constituyen un
experimento representativo de los ensayos realizados. A: medio LB, B: medio LB+1M NaCl, C:
medio LB + 1.25M NaCl, D: medio LB + 1.5M NaCl.

Los valores obtenidos en esta figura indicarian que existe una activacion del gen c/s2
debido a la presencia de NaCl principalmente en la fase estacionaria del crecimiento (Figura
56 By (). Esta activacion seria aproximadamente 1.5 veces mayor que la observada en el
control durante el mismo estadio de crecimiento (Figura 56 A). Un aumento en la
concentracion de NaCl (Figura 56 D) no mostré un consecuente incremento en la actividad
especifica.

En conjunto, estos resultados son similares a los observados en la cepa CL2 (contexto
mutante) (Figura 54) indicando que la induccion observada del gen ¢/s2 seria independiente

de la presencia de la proteina codificada por el mismo.

3.1.8.-_Caracterizacion fisico-quimica de la membrana de la cepa CL2:

3.1.8.1.- Resistencia a sales biliares:

Las sales biliares son moléculas amfifilicas en las cuales el numero de grupos

hidroxilos y su posicion estereoespecifica determinan el grado de hidrofilicidad relativa de la
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sal biliar y por consiguiente su concentracion micelar critica (CMC). Dichos compuestos
pueden solubilizar fosfolipidos y formar con ellos agregados termodinamicamente estables
(micelas el forma de discos). En estudios realizados en sistemas modelos de liposomas se
determind que la solubilizacion de vesiculas fosfolipidicas por medio de la accion de sales
biliares, es un proceso independiente de la cabeza polar de los fosfolipidos (Herrmann ez al.,
2000). No obstante, dichos autores demostraron que la solubilizacion es dependiente de la
composicion de acidos grasos (en particular de la longitud de las cadenas parafinicas de los
lipidos).

Por otra parte, en estudios realizados en Lactobacillus reuteri se describio que la
presencia de sales biliares en el medio de cultivo induce cambios en las propiedades de
barrera de las membranas, incluyendo pérdida de material intracelular (Valdez et al., 1997).

Para determinar si las variaciones observadas a nivel de la composicion de la
membrana de la mutante CL2 podrian afectar su sensibilidad a la presencia de sales biliares
en el medio de cultivo, se crecieron las cepas salvaje y CL2 en medio LB suplementado con
distintas concentraciones de deoxicolato de sodio. La accion de esta sal biliar es similar a la

de un detergente anionico, siendo su CMC del orden de 2-6 mM (Bhairi , 1997).

Owt BCL2

DO normalizada

0 10 50 100 150 180 200 230 250
[DOCNa] M

Figura 57: Sensibilidad a deoxicolato de sodio. Los valores representan el promedio y el desvio
estandar de tres determinaciones independientes. DO: densidad optica medida a 600nm normalizada.

Los resultados que se muestran en la Figura 57 indican que la membrana de la cepa
CL2 es mas sensible a la accion del deoxicolato de sodio. Este aumento en la sensibilidad

podria atribuirse a la ausencia de CL ya que ha sido descripto que dicho fosfolipido
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estabiliza la estructura lamelar de las bicapas lipidicas (Shibata ef al., 1994). Sin embargo,
no se puede descartar que las variaciones observadas estén influenciadas por cambios en el
coeficiente de particion del deoxicolato entre el medio acuoso y la pared celular.

A partir de los resultados obtenidos se podria concluir que las sales biliares se
agregarian formando estructuras dentro de las membranas de las células de CL2, afectando

de esta manera la funcion de barrera de la membrana.

3.1.8.2.- Permeabilidad a protones: ensayos de fluorescencia con naranja de

acridina:

Se realizaron ensayos de permeabilidad a protones en liposomas construidos a partir de
los lipidos totales extraidos de la cepa CL2 crecida en LB y en LB+1.5M NaCl. El objetivo
de estos experimentos fue el de determinar si la ausencia de CL afectaba al fenomeno de
permeabilidad. En la Figura 58 A y B se observan las curvas de extincion de fluorescencia
de la sonda AO en funcion del gradiente de amonio externo impuesto sobre los liposomas

provenientes de la cepa CL2.

A.
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g oo T e | 0.4mM NH4(K)
70+ -
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B.
Liposomas CL2+ NaCl
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Figura 58: Permeabilidad de protones. Los resultados que se muestran en esta figura constituyen
un experimento representativo de los ensayos realizados. %F: representa el porcentaje de
fluorescencia. Las soluciones utilizadas fueron: a) 120 mM (NH,),SO4pH 7; b) 0.4 mM (NH,),SO, +

119.6 mM Na,SO, pH 7; ¢) 0.4 mM (NH,),SO, + 119.6 mM Li,SO4pH 7; d) 0.4 mM (NH,),SO, +
119.6 mM K,SO4pH 7. Entre paréntesis se encuentra el contraion utilizado en el ensayo.

Los resultados que se muestran en la Figura 58 A indicarian que los liposomas de CL2
presentan una permeabilidad a los protones que varia en funcion de la composicion idnica
del medio. Extrapolando las curvas de disminucion de fluorescencia en estos liposomas se
observa que la velocidad con la cual se llega al equilibrio de gradientes de pH también
depende de la composicion del medio. Resultados similares fueron descriptos por Burnham y
colaboradores (1982). El orden de estas velocidades fue Li" > K™ > Na'. Por otra parte, los
liposomas de CL2 son inestables una vez alcanzado el equilibrio de gradientes. Este
fenémeno queda en evidencia debido al aumento constante de la intensidad de fluorescencia
de la sonda. El aumento en el porcentaje de fluorescencia se produce por una pérdida gradual
de la sonda desde el interior del liposoma. El porcentaje de pérdida calculado a partir de esta
figura sigue el siguiente orden: K" > Na ~Li .

Estos resultados indicarian que los distintos contraiones utilizados durante el ensayo
poseen efectos cualitativamente distintos sobre las propiedades de la membrana de CL2.

En la Figura 58 B se observa que los liposomas de la cepa CL2 crecida en
hipersalinidad, son insensibles al gradiente de amonio impuesto sobre los mismos. No se

detectdo una disminucion significativa en la intensidad de fluorescencia de la sonda AO
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indicando que la misma no fue incorporada al interior del liposoma. Estos resultados estarian
relacionados con el aumento en el grado de empaquetamiento lateral de los lipidos de esta
muestra (ver seccion 3.1.8.3). Sin embargo, no se puede descartar que el proceso de
permeabilidad sea mas lento en estos liposomas y que sean necesarios tiempos largos de
incubacion (mayores a los utilizados en el ensayo) para llegar al equilibrio de gradientes.

Con el propésito de descartar posibles cambios en el tamaiio de los liposomas debido al
proceso de permeabilidad, se realizaron mediciones de “light scattering” estatico en las
distintas muestras. No se observaron variaciones en el tamafio de los liposomas a lo largo de
los ensayos ni en la muestra CL2 ni en CL2 + NaCl. Tampoco se observaron diferencias
entre los distintos buffers utilizados (datos no mostrados).

Por otra parte, los valores de “scattering” obtenidos con los liposomas de CL2 + NaCl
siempre fueron mayores a los de CL2. Esto indicaria que los liposomas construidos con los
lipidos de la cepa mutante crecida en medio hipersalino tendrian un mayor tamafio.

En conjunto, los resultados presentados indicarian que los cambios producidos en la
membrana de la cepa CL2 debido a la ausencia del producto del gen c/s2 afecta la
permeabilidad de protones y probablemente la estabilidad de las membranas y los liposomas
(Figuras 57 y 58 A). Resultados similares fueron descriptos por Shibata y colaboradores

(1994) en sistemas modelos de liposomas en ausencia de CL.

3.1.8.3.- Propiedades de interfaz lipido/agua:

La sonda fluorescente Laurdan fue utilizada para estudiar las propiedades de las
interfaces de los liposomas y de las membranas de la cepa CL2 crecida bajo condiciones

normales y de hipersalinidad.

3.1.8.3.1.-_Propiedades de la_interfaz en liposomas construidos a partir de los lipidos

totales:
En la Figura 16 se observan los espectros de excitacion y emision del Laurdan medido

sobre liposomas de lipidos totales determinados a 10°, 25°, 37° y 50°C.
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Figura 59: Espectros de emisién y excitacion del Laurdan obtenido a partir de liposomas de
lipidos totales medidos a distintas temperaturas. Los espectros que se muestran en esta figura son
un experimento representativo de los ensayos realizados. If (normalizada): intensidad de
fluorescencia normalizada.

En estos espectros se observa que la banda roja del espectro de excitacion a 380nm es
mayor en los liposomas de CL2 a bajas temperaturas (Figura 59 A). En todas las
temperaturas estudiadas existe un corrimiento del espectro de emision de CL2 + NaCl hacia
menores longitudes de onda. El mismo tipo de resultados fue obtenido cuando la cepa
salvaje fue crecida en hipersalinidad (Figura 24 del capitulo 2). Este corrimiento en el
espectro podria atribuirse a un cambio en la hidratacion de la interfaz de la membrana

(Bagatolli et al, 1999).

En la Figura 60 se muestra la dependencia del parametro de polarizacion generalizada

(GP) en funcion de la longitud de onda a las temperaturas de ensayo.
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Figura 60: Polarizacion generalizada del Laurdan medida sobre liposomas de lipidos totales a
distintas temperaturas. Los valores representan el promedio y el desvio estandar de tres

determinaciones independientes.

Los cambios observados en la GP en funcion de la longitud de onda fueron graduales,
presentando una pendiente negativa y positiva para la GPen y GPey respectivamente. Estos
resultados indican que los lipidos de ambas muestras se encuentran en una fase liquida
ordenada. No obstante, los valores absolutos de la GPe. de los liposomas de la muestra CL2
analizados a 25° 37° y 50°C son menores que los de CL2 + NaCl. Esto indicaria que existe
un mayor grado de movilidad de la sonda o lo que es similar, un menor grado de
empaquetamiento de los lipidos en esta muestra. No se observan cambios bruscos en los
valores de GP descartando transicion o coexistencia de fases (Parasassi ef al, 1993).

Cuando el parametro de GP.. fue graficado en funcion de la temperatura (Figura 61)
se observan diferencias significativas en el grado de empaquetamiento y de hidratacion de

los lipidos de la cepa CL2 comparado con el de la cepa salvaje.
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Figura 61: Polarizacion generalizada de excitacion del Laurdan determinada a una tnica
longitud de onda en funcién de la temperatura. Los valores representan el promedio y el desvio
estandar de tres determinaciones independientes.

La muestra CL2 + NaCl presenta valores absolutos de GP... mayores que el resto de las
muestras. Esto indica que el grado de hidratacion de la interfaz de estos liposomas es menor
en todo el rango de temperaturas estudiado.

El grado de hidratacion calculado a la temperatura de crecimiento (37°C) presenta el
siguiente orden: CL2> wt~ wt + NaCl > CL2 + NaCl, siendo los liposomas de CL2 los que
poseen un mayor grado de hidratacion. El grado de empaquetamiento lateral de los lipidos
seguiria el orden inverso siendo los lipidos de la muestra CL2 los que poseen un menor
grado de empaquetamiento.

El AGP,,. calculado a partir de los valores absolutos indica que los lipidos de la cepa
CL2 crecida en LB presentan una mayor dependencia de la GP. en funcion de la
temperatura (Tabla 16). Estos resultados estarian relacionados con la composicion en lipidos

y en acidos grasos que presenta esta muestra.

Muestra AGP
CL2 38%
CL2 + NaCl 23%
wt 19%
wt + NaCl 17%

Tabla 16: AGP,,. calculado a 360nm para ambas cepas en el rango de temperaturas 10-50°C.
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3.1.8.3.2.- Propiedades de la interfaz en membranas aisladas:

En la Figura 62 se observan los espectros de excitacion y emision del Laurdan
determinados a 10°, 25°, 37° y 50°C.
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Figura 62: Espectros de emision y excitacion del Laurdan obtenido en membranas aisladas
medidos a distintas temperaturas. Los espectros de esta figura son un experimento representativo
de los ensayos realizados. If (normalizada): intensidad de fluorescencia normalizada.
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Los espectros de emision de las membranas presentan una banda azul a ~430nm al
igual que los obtenidos en los liposomas. Sin embargo, la banda roja del espectro de
excitacion a 380nm es mas pronunciada en las membranas que en los liposomas. Este
aumento podria atribuirse a diferencias en el grado de empaquetamiento de los lipidos y/o a
la polaridad del entorno del Laurdan. Ademas, a 37° (Figura 62 C) y 50°C (Figura 62 D) se
observa un leve corrimiento del espectro de emision en las membranas de la muestra CL2 +
NaCl hacia menores longitudes de onda. El mismo tipo de resultados se obtuvo en los

liposomas como se representa en la Figura 59.
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En la Figura 63 se muestra la dependencia del parametro de polarizacion generalizada
(GP) en funcion de la longitud de onda estudiado a cuatro temperaturas diferentes (10°,25°,

37°y 50°C)
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Figura 63: Polarizacion generalizada del Laurdan a distintas temperaturas medida sobre
membranas aisladas. Los valores representan el promedio y el desvio estandar de tres
determinaciones independientes.

La representacion de la GP en funcion de la longitud de onda indican que las
membranas de las muestras CL2 y de CL2 + NaCl se encuentran en una fase liquida
ordenada, descartando ademas la existencia de transiciones o coexistencia de fases. Los
valores absolutos de la GP.. de las membranas de CL2 obtenidos a 37° y 50°C son menores
que los de CL2 + NaCl. Esto indicaria que existe un menor grado de empaquetamiento en los

lipidos de las membranas de la muestra CL2.
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Al graficar el parametro de GP.. en funcion de la temperatura (Figura 64) se advierten
diferencias significativas en el grado de empaquetamiento y de hidratacion de las membranas

entre la cepa CL2 y la cepa salvaje.
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Figura 64: Polarizacién generalizada de excitaciéon del Laurdan determinada a una unica
longitud de onda en funcién de la temperatura. Los valores representan el promedio y el desvio
estandar de tres determinaciones independientes.

En todo el rango de temperaturas estudiado los valores de GP.y. del Laurdan en las
membranas de la cepa CL2 fueron menores a los obtenidos para la cepa salvaje, indicando
que en las membranas de la cepa mutante existe una mayor relajacion dipolar de la sonda
(Parassasi & Gratton 1995). El grado de hidratacion de las membranas a la temperatura de
crecimiento (37°C) seguiria el siguiente orden: CL2> CL2 + NaCl >wt > wt + NaCl. Las
membranas de la cepa CL2 crecida en medio LB son las que poseen el mayor grado de
hidratacion y por consiguiente el menor grado de empaquetamiento lateral de los lipidos.

El AGPg,. calculado a partir de los valores absolutos indica que las membranas de la
cepa CL2 crecida en LB presentan una mayor dependencia del parametro de la GP.y en

funcion de la temperatura (Tabla 17).

Muestra AGP
CL2 56%
CL2 + NaCl 43%
wt 47%
wt + NaCl 43%

Tabla 17: AGP. calculado a 360nm para ambas cepas en el rango de temperaturas 10-50°C.
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Los valores calculados para el AGP. de las membranas de ambas cepas crecidas en
hiperosmolaridad son similares y presentan una menor dependencia de este parametro con la
temperatura en comparacion con los respectivos controles. Estos resultados estarian
relacionados con el aumento en el grado de empaquetamiento lateral previamente descripto.
Comparando estos valores con los obtenidos con los liposomas libres de proteinas (Tabla
16) se puede inferir que las proteinas confieren a las membranas una mayor sensibilidad a la
temperatura. Resultados similares fueron descriptos previamente por D’Antuono vy

colaboradores (2000) en membranas y liposomas de papila renal en ratas.

3.2.- Construccion y caracterizacion bioguimica de una cepa de B. subtilis mutante

para la biosintesis de fosfatidilglicerol:

3.2.1.- Construccion y andlisis de la cepa PGSI de B. subtilis:

En B. subtilis existe un gen homologo al gen pgsA de E. coli que codifica para la
enzima fosfatidilglicerolfosfato sintasa involucrada en la biosintesis de PG.

Para poder analizar el rol del gen pgsdA en el crecimiento de B. subtilis en
hipersalinidad, se construyo la cepa PGS1. Para ello se transformé la cepa YB886 con ADN
cromosomico de la cepa SDB110 construida por el Dr. Matsumoto. En esta cepa el gen pgs4
se encuentra bajo el control del promotor Pspac, el cual responde al represor Lacl y por lo
tanto a IPTG. La construccion se realiz6 de manera tal que el gen /acZ (gen reportero) se
encuentra bajo el control del promotor del gen pgsA permitiendo la medicion de su actividad
transcripcional. Es importante mencionar que la cepa SDB110 no es isogénica a YB886, por
lo que fue necesario transferir la mutacion a este ultimo contexto genético.

En la Figura 65 se muestra un esquema de la construccion presente en el cromosoma
de la cepa PGS1. Para confirmar esto se realizo un ensayo de PCR con los ADN
cromosomicos de las cepas PGS1, SDB110 y YB886 con los primers PGS y LZ, cuya
ubicacion se indica en la figura. El primer LZ posee complementariedad con el gen /lacZ
presente solo en las cepas donde el plasmido pMutin4 esta integrado. Como se observa en la
Figura 66, solo se obtiene la amplificacion de un fragmento del tamafo esperado
(aproximadamente 850pb) en las cepas PGS1 y SDB110 donde esta presente la construccion

deseada.
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Figura 65: Construccion presente en el cromosoma de la cepa PGSI. Se indican los distintos
elementos presentes en esta cepa: pgsA ’lacZ, indica el promotor del gen pgsA y el gen lacZ bajo su
control; lacl, gen que codifica para el represor Lacl presente en el plasmido pMutin-4 (que también
se muestra en la figura); Pspac ‘pgsA, promotor inducible Pspac que controla al gen estructural pgsA4.
Se muestran también la posicion de los “primers” PGS y LZ utilizados en el analisis de PCR.

1 2 3 4

1.0 Kpb

0.5Kpb — |

Figura 66: Analisis por PCR de la cepa PGS1. El ADN cromosémico de cada una de las cepas fue
utilizado como templado en una reaccion de PCR con los primers PGS y LZ como se describe en
Materiales y Métodos. Los fragmentos obtenidos fueron separados en un gel de agarosa 0.8%,
tefiidos con bromuro de etidio y fotografiados. Linea 1: marcador de peso molecular; linea 2: cepa
YB886; linea 3: cepa PGS1; linea 4: cepa SDB110. Se indican la posicion de algunos marcadores de
peso molecular. Kpb (kilopares de bases). La flecha indica el fragmento del tamafio esperado
(850pb).

Una vez que se corroboro que la cepa PGS1 tenia la construccion deseada, realizamos
un analisis de la dependencia de la presencia de IPTG en el medio de cultivo para su
crecimiento. La cepa SDB110 en ausencia de este inductor no es viable (Matsumoto ef al.,
1999) indicando la importancia de la presencia de PG en las membranas de esta cepa de B.

subtilis.
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Como se ha mencionado previamente, el promotor Pspac esta regulado por el represor
Lacl. En presencia de IPTG este represor es incapaz de unirse a los sitios de union presentes
en dicho promotor y por lo tanto el gen pgsA puede ser transcripto. Para comprobar esta

regulacion, se crecio la cepa PGS1 con distintas concentraciones de IPTG (Figura 67).

—o—OmM —=—0,05mM  0,1mM —=—0,2mM = 3mM |

DO 600 nm
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0 1 2 3 4 5 6 7
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Figura 67: Curvas de crecimiento de la cepa PGS1 en LB suplementado con distintas
concentraciones de IPTG. Las curvas de esta figura son las obtenidas en un experimento
representativo. Un cultivo de 16hs. en LB con ImM de IPTG fue lavado, resuspendido en LB e
incubado durante 1.5 hs. Al cabo de dicho periodo a cada cultivo se le agrego la concentracion de
IPTG indicada. La DO fue registrada a 600nm.

En esta figura se observa claramente que la cepa PGS1 depende de la presencia de
IPTG en el medio de cultivo para poder crecer.

Una observacion importante que se realizo fue que después de 8hs. de incubacion sin el
inductor (IPTG) el cultivo volvia a crecer, indicando que el gen pgs4 podria expresarse a

pesar de la presencia del represor Lacl.
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3.2.2.- Composicion lipidica de las membranas de la cepa PGS1:
3.2.2.1.- Caracterizacion de los lipidos polares de la cepa PGS1:

En la Figura 68 se muestra el perfil lipidico de la cepa PGS1 crecida en el medio LB

suplementado con distintas concentraciones de IPTG.

PGS1 wt

[IPTG] mM

Figura 68: HPTLC: Patrén de lipidos polares. HPTLC Silicagel 60 / F 354 Merck Articulo n°
5628. Sistema de solvente de desarrollo Cloroformo: Metanol: Ac. Acético (65:25:5; v:v:v).

En esta figura se observa que aparecen con mayor intensidad las bandas
correspondientes a PG y a CL a medida que aumenta la concentracion de IPTG en el medio
de cultivo. La cuantificacion de los lipidos polares determinados durante la entrada en fase

estacionaria de crecimiento (T+1) se muestra en la Figura 69.
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Figura 69: Composicion porcentual de los fosfolipidos de la cepa PGS1 en el estadio T+1. Los
valores representan el promedio y el desvio estandar de tres determinaciones independientes.

En esta figura se comprueba que un aumento en la concentracion de IPTG va
acompanado por un incremento en el contenido de PG y de CL en la membrana de la cepa
PGS1. Ademas, se observa que la relacion PG/LysPG va aumentando en funcion del
contenido de IPTG presente en el medio. El porcentaje de la PE aumenta levemente a bajas
concentraciones de IPTG pero luego su valor se mantiene invariable (alrededor del 50% del
total de fosfolipidos).

La contribucion del DGDG a la membrana de PGS1 se muestra en la Figura 70.
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Figura 70: Relacion glicolipido/fosfolipidos de la cepa PGS1. Los valores representan el promedio
y el desvio estandar de tres determinaciones independientes.
Los valores que se muestran en esta tabla indicarian que a bajas concentraciones de

fosfolipidos anionicos (0 mM IPTG) se acumularia el DGDG en las membranas de PGS1.

162




Capitulo 3. Fosfolipidos anidnicos. Resultados.

Ademas se observa que a medida que aumenta el porcentaje de estos fosfolipidos se produce
una disminucion en el contenido del glicolipido. Estos resultados estarian relacionados con
el desplazamiento del metabolismo de los lipidos de membranan, hacia la biosintesis de

fosfolipidos anionicos.

3.2.2.2.- Composicion de dcidos grasos de la cepa PGSI:

Se analizé la contribucion porcentual de los ésteres metilicos de los acidos grasos.
Como se observa en la Figura 71 no existen diferencias significativas en la composicion de

acidos grasos de la cepa PGS1 en funcion de la concentracion de IPTG.

B0 IPT6 00,05 IPTG 30,1 IPTG W 0,375 IPTG

Porcentaje (%)

Lineales Ramificados Iso Anteiso Monoinsat.

Figura 71: Composicion global porcentual de acidos grasos de PGS1. Los valores representan el
promedio y el desvio estandar de dos determinaciones independientes.

3.2.3.- Determinacion de la osmorresistencia de la cepa PGS1:

Como se ha descripto anteriormente, la cepa PGS1 es absolutamente dependiente de
IPTG para su crecimiento y el contenido de PG (y de CL) puede ser modulado cambiando
las concentraciones del inductor (Figura 68).

Para evaluar el rol del PG en la osmorresistencia de B. subtilis, se realizaron ensayos
donde las células de la cepa PGS1 fueron crecidas en LB conteniendo distintas
concentraciones de IPTG hasta la fase T+1 y luego fueron sembradas en los medios LB y LB
+ 1.5M NaCl conteniendo IPTG. En estos ensayos debieron ser tenidos en cuenta distintos

controles: por una parte se tuvo que discriminar la inhibicion del crecimiento debida al estrés
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osmoético de aquella inhibicion producto de la pérdida de viabilidad provocada por la
ausencia del inductor y, por otra parte, se tuvo en cuenta la observacion de la aparicion de
células que crecian independientemente de la presencia del inductor. Debido a estos
controles, los cultivos crecidos en ausencia o en presencia de 0.05mM IPTG fueron
sembrados en placas de LB con OmM, 0.05mM y 0.375mM de IPTG.

Estos controles permitieron determinar que la tasa de reversion (colonias que crecian
aun en ausencia de IPTG respecto al total) es de aproximadamente 0.5%.

Como se observa en la Tabla 7 cuando se realizaron los ensayos de osmorresistencia en
placa en el estadio T+1, se detectd que esta cepa es osmosensible a bajas concentraciones de
IPTG.

[IPTG] mM Porcentaje de
Osmorresistencia
0 0.16%
0.050 1.5%
0.375 59.6%

Tabla 18: Osmorresitencia de la cepa PGS1 en funcién de la concentracién de IPTG. Los
valores de esta tabla son los de un experimento representativo y corresponden a los recuentos
obtenidos en placas de LB y LB+1.5M NaCl suplemetadas con 0.375mM de IPTG.

No fue posible realizar ensayos de adaptacion a medios conteniendo diferentes
concentraciones de NaCl como se realizé con la cepa CL2. Cuando se intento crecer la cepa
PGS1 en LB + NaCl sin IPTG, la misma no crecié y no era posible diferenciar el efecto del
estrés osmotico del efecto de la pérdida de viabilidad. Ademas, si se dejaba el cultivo varias
horas esperando la adaptacion, se observaba la aparicion de revertantes. En conjunto, estos

resultados no permitieron un real analisis del experimento.

Se realiz6é un analisis de los resultados de osmorresistencia obtenidos en comparacion
con los observados en la Tabla 19, donde se analiza a contribucion porcentual de CL y de
PG en las membranas de PGS1 en funcién de la concentracion de IPTG. De este analisis se
deduce que cuando la bacteria sintetiza bajas cantidades de fosfolipidos anionicos (X PG +
CL) no puede resistir el estrés osmoético impuesto sin importar si se encuentra en la fase de
crecimiento Optima para ello. Ademas, se observa que a medida que aumenta la
concentracion de estos fosfolipidos en la membrana el porcentaje de osmorresistencia de las

células de PGS1 es claramente es mayor, y comparable al observado en la cepa salvaje
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control YB886. Si bien, no se puede concluir que en la mutante PGS1 de B. subtilis el
mejoramiento en la osmoresistencia sea debido exclusivamente a la presencia de fosfolipidos
anionicos, es notable la correlacion entre la concentracion de éstos y la osmorresistencia.
Estos resultados apoyarian a los obtenidos por van der Heide y colaboradores (2001), los
cuales demostraron recientemente que la presencia de los fosfolipidos anionicos es

fundamental para el mecanismo de osmosensado en las membranas de Lactoccocus lactis.

[IPTG] mM T PG + CL
0 15.39+£3.93

0.050 15.08 +£2.59
0.100 25.04 £5.65
0.375 39.71 £4.73

Tabla 19: Contribucién porcentual de los fosfolipidos aniénicos en la cepa PGSI.

3.2.4.- Analisis del promotor del gen pgsA durante el crecimiento en NaCl:

Como se ha descripto previamente, en la construccion de la cepa PGS1 el promotor del
gen pgsA controla la transcripcion del gen /acZ. Para determinar como se transcribe este
promotor durante el crecimiento en hipersalinidad se crecié la cepa PGS1 en LB con
distintas concentraciones de NaCl. A distintos tiempos se tomaron muestras para la medicion
de B-galactosidasa. Todos los ensayos fueron realizados en presencia de 0.375mM de IPTG,
que en nuestras condiciones permitia la sintesis de PG a niveles similares a los de la cepa
salvaje.

Cuando se analizo la transcripcion del promotor en LB, se observo que presenta una
pequefia induccion cuando las células ingresan a la fase estacionaria (Figura 72). Sin
embargo, cuando el analisis se llevo a cabo en cultivos con concentraciones crecientes de
NaCl, se detectd una induccion de la transcripcion. Dicha induccion fue de aproximadamente
2 a 3 veces con respecto al control y, es mas marcada cuando las bacterias ingresan a la fase

estacionaria de crecimiento.
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Figura 72: Sintesis de P-galactosidasa a partir del promotor del gen pgs4A en distintas
condiciones de cultivo. Un cultivo de 16hs en LB 0.375mM de IPTG se diluyé en cada uno de los
medios indicados. A distintos tiempos se tomaron muestras para determinar la DO600nm y la

actividad B-galactosidasa.

En conjunto los resultados presentados en este analisis de la cepa PGS1 demuestran que

el PG tiene un rol relevante en la viabilidad celular y el mismo esta mas acentuado cuando la

bacteria crece en presencia de NaCl. Asimismo, la mayor induccion observada en el

promotor del gen pgs4 en presencia de altas concentraciones de NaCl esta directamente

correlacionada con el aumento en las concentraciones de PG y CL observados cuando la

bacteria crece en un medio hipersalino.
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DISCUSION:

Capitulo 1:

Membranas: Caracterizacion bioquimica_de las membranas de las

células de B. subtilis crecidas en medio hipersalino:

a) Cambios morfologicos.

Los resultados que se mostraron en el primer capitulo de esta tesis indican que el
aumento de la concentracion de NaCl en el medio de cultivo, genera deficiencias en el
crecimiento de B. subtilis. Desde el punto de vista fenotipico, se observo que si bien las
células son capaces de adaptarse a elevadas concentraciones salinas, éstas crecen formando
filamentos. Asimismo, los estudios realizados mediante microscopia electronica demostraron
en estas condiciones se produce una septacion asimétrica y que las paredes de las células son
mas gruesas respecto al control. Algunos de estos cambios podrian relacionarse con
lanecesidad de poseer una barrera mas eficaz frente al estrés. La resistencia diferencial de las
células crecidas en hipersalinidad a la accion de enzimas hidroliticas de la pared apoyarian
estos resultados.

b) Composicién bioquimica de las membranas de B. subtilis en distintas fases de

crecimiento v condiciones de cultivo.
En este trabajo se utilizaron cultivos de B. subtilis crecidos en elevadas

concentraciones salinas (1.5M NaCl) para estudiar el fendémeno de adaptacion de las
membranas durante dicho crecimiento. La caracterizacion de los lipidos polares presentes en
la cepa YB886 de B. subtilis fue estudiada en el medio LB con y sin NaCl en distintas fases
de crecimiento (exponencial, estacionario temprano y estacionario tardio). Durante esta
caracterizacion se comprobd que la composicion lipidica y la de acidos grasos dependia de
ambos factores (estadio del crecimiento y salinidad).

Se determiné que a medida que las células ingresan a la fase estacionaria de
crecimiento se produce un aumento gradual en el porcentaje de los fosfolipidos anidnicos
(PG y CL). Resultados similares fueron descriptos por Short y White (1971) en
Staphylococcus aureus. Se observo también una importante disminucion en el contenido de
la PE, la cual podria atribuirse a la variacion en el metabolismo fosfolipidico que estaria
favoreciendo la acumulacion de fosfolipidos anidnicos. Por otra parte, no se observan
diferencias significativas en el contenido del LysPG. Este resultado es acorde a los obtenidos
por Gould y Lennarz (1970) con relacion a la estabilidad del contenido en LysPG en las

membranas celulares de S. aureus. Dichos autores demuestran que, independientemente de
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las condiciones de crecimiento y del tiempo de incubacion, la concentracion de este
aminofosfolipido se mantiene constante debido a que las velocidades del anabolismo y del
catabolismo de este fosfolipido son similares.

Los resultados obtenidos en hiperosmolaridad demostraron que la CL se acumula en
las membranas de B. subtilis en respuesta al estrés salino en la fase exponencial y en la fase
estacionaria de crecimiento. En la fase estacionaria, este aumento de CL va acompafiado por
una disminucion en la concentracion de PG. A diferencia de ello, durante la fase exponencial
el porcentaje de PG se mantiene constante y se produce una apreciable disminucion en el
contenido de PE. Estos resultados indicarian que el metabolismo lipidico se encuentra
alterado en respuesta al crecimiento en hipersalinidad. La acumulacion de CL ha sido
descripta en otros microorganismos en distintos tipo de estrés como cambios en el pH del
medio de cultivo Mesorhizobium loti (Correa et al, 1999), en la temperatura de crecimiento
en Lactobacillus acidophilus (Fernandez Murga, 1997), por hambreado por oleato, glicerol y
por la adicion de antibidticos al medio de cultivo en Staphylococcus aureus (Short & White,
1971).

El aumento en la concentracion de CL durante el crecimiento de B. subtilis en
hipersalinidad podria estar relacionado con la regulacion de la conduccion lateral de iones en
la membrana citoplasmatica. Kanemasa y colaboradores (1972) han sugerido que los
cambios en la concentracion de CL a nivel de la membrana actuarian como una especie de
barrera contra el elevado nivel ionico o que los mismos podrian contribuir con los procesos
de transporte activo y de estabilizacion de la membrana. Por otra parte, basados en el pKa de
uno de los grupos fosfatos de la CL (anormalmente alto), otros autores proponen que dicho
lipido actuaria a pH fisiologico como una cavidad, donde los protones se acumularian en la
bicapa (Mileykovskaya et al., 2001). La porcion del glicerol de la CL seria la responsable de
la conduccidn lateral de estos protones.

La CL se sintetiza a partir de dos moléculas de PG y se produce como resultado de esta
sintesis la liberacion de una molécula de glicerol. El glicerol ha sido descripto como un
metabolito osmocompatible que puede ser acumulado durante la adaptacion de diferentes
microorganismos al estrés osmotico (Blomberg & Adler, 1989; André et al., 1991). Sin
embargo en las condiciones experimentales utilizadas en este trabajo no se observd dicha
acumulacion en el citoplasma de B. subtilis. Este resultado concuerda con trabajos previos
donde se demuestra que B. subtilis acumula principalmente prolina y glicin-betaina en
respuesta a un aumento en la osmolaridad externa (Kempf & Bremer, 1998). El glicerol

resultante de la biosintesis de CL podria ser transformado en glicerol-3-fosfato. Se ha
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descripto que un aumento en la concentracion citoplasmatica de esta molécula esta
relacionado con fenomenos de septacion anormal y de inhibicion de la esporulacion en
mutantes para el metabolismo del glicerol en B. subtilis (Oh et al, 1973). Ambas
observaciones han sido descriptas en B. subtilis durante el crecimiento en hiperosmolaridad
(Lopez et al., 1998; Ruzal & Sanchez-Rivas, 1994). Sin embargo, no se puede descartar que
el glicerol sea utilizado para la formacion de los precursores de los acidos lipoteicoicos que
componen la pared celular.

Con respecto al diglucosildiacilglicerol presente en esta cepa, se observd un aumento
en la concentracion del mismo durante el crecimiento en hipersalinidad. El mismo tipo de
resultados fue descripto por Sharma y colaboradores (1996) en células de Saccaromyces
cerevisiae crecidas bajo estrés por NaCl. Tanto el DGDG como el PG se encuentran
involucrados en la biosintesis de los acidos lipoteicoicos que estan asociados a la pared
celular de B. subtilis. Sin embargo, el DGDG es el que estaria involucrado en el anclaje de
los mismos a la membrana celular. El aumento de este glicolipido podria relacionarse con el
aumento observado en el grosor de la pared celular y de la resistencia a enzimas hidroliticas.

En el estudio realizado sobre la composicion de acidos grasos de B. subtilis se
determiné que existe una dependencia en la composicion de los mismos con respecto a la
fase de crecimiento celular. Cuando las células fueron crecidas en el medio LB, se observo
que a medida que las mismas ingresan a la fase estacionaria, se produce una disminucion en
la concentracion de los acidos grasos saturados lineales y de los monoinsaturados.
Asimismo, se detectd una disminucion en los acidos grasos saturados ramificados durante la
fase estacionaria temprana y un aumento de los mismos durante la fase estacionaria tardia.
Los acidos grasos mayoritarios en los distintos estadios estudiados fueron los ramificados
anteiso e iso de C15 y de C17. Estos resultados confirman que la composicion de éacidos
grasos se ve altamente influenciada por la fase de crecimiento al igual que lo descripto por
Weber y colaboradores (2001) en otra cepa de B. subtilis.

Cuando las bacterias crecen en el medio hipersalino se determiné que se produce un
aumento en el porcentaje de acidos grasos saturados lineales y una importante disminucion
en el de los acidos grasos ramificados, a medida que las células ingresan a la fase
estacionaria de crecimiento. Ademas, se detecté un leve aumento en el porcentaje de los
acidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados.

En la fase exponencial de crecimiento no se observan diferencias significativas en el
porcentaje de acidos grasos entre las células crecidas en condiciones normales y de

hipersomolaridad. Esto sugeriria que la principal diferencia que se produce en las
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membranas de B. subtilis durante esta fase es el cambio en el porcentaje de lipidos polares y
no en el de acidos grasos.

Por el contrario, las células crecidas hasta la fase estacionaria en presencia de NaCl
presentan cambios en ambos componentes de la membrana. Aparentemente solo el cambio
en los lipidos polares seria importante durante las primeras fases de crecimiento y luego
tendria mayor relevancia la variacion de dichos lipidos y la de acidos grasos. Si bien la
entrada a la fase estacionaria provocaria un cambio en el patron de acidos grasos, la
presencia de NaCl influiria sobre el mismo.

El aumento en acidos grasos monoinsaturados que se observa en respuesta al
crecimiento en hipersalinidad podria estar relacionado con la ausencia de esporulacion
observada bajo estas condiciones de crecimiento. La iniciacion de la esporulacion en B.
subtilis se encuentra controlada por el factor de transcripcion SpoOA, que es activado por
fosforilacion a través de un mecanismo denominado “phosphorelay” el cual es dependiente
de la actividad de una o mas quinasas. Strauch y colaboradores (1992) describieron que una
de estas quinasas (KinA) se inhibe in vitro en presencia de determinados acidos grasos.
Dentro de los inhibidores mas potentes se menciona a los acidos grasos monoinsaturados que
se encuentran en la configuracion cis y que poseen un largo de cadena de entre 16 a 20
atomos de carbono. Uno de ellos es el cis 9 octadecenoico (18:1 ®9) que bajo las
condiciones de hipersalinidad llega a triplicar el valor normal. Sin embargo, no podemos
afirmar que este sea el unico factor que impediria una normal esporulacion en medios
hipersalinos ya que distintas proteinas involucradas en la activacion de diversos factores
sigma que participan en los distintos estadios de la esporulacion estan anclados en la
membrana del septo.

La composicion de los acidos grasos insaturados que se muestra en este trabajo es
diferente a la descripta por Aguilar y colaboradores (1998) en otra cepa de B. subtilis. Dichos
autores postulan que en esta especie solamente existe un unico gen (des) que codifica para la
enzima AS desaturasa (Des), responsable de la sintesis del acido graso 18:1 w13. No
obstante, durante el estudio de acidos grasos por cromatografia gaseosa que se realizo en este
trabajo, se analizaron diversos patrones y comprobamos que bajo las condiciones utilizadas,
los tiempos de retencion del 18:1 09 y del 18:1 ©13 son diferentes descartando de esta
manera algun error en la interpretacion de nuestros resultados. La diferencia observada
podria deberse a que se estudiaron distintas cepas y a que las mismas fueron crecidas en

diferentes medios de cultivo como ha sido descripto previamente (Kaneda, 1963; Klein et
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al., 1999). Ademas, recientemente se demostré que B. subtilis es capaz de sintetizar cuatro
especies de acidos grasos monoinsaturados diferentes dependiendo de la composicion del
medio, la temperatura y la fase de crecimiento. Si bien este trabajo demuestra que la sintesis
de todos estos acidos grasos es estrictamente dependiente de la presencia de la enzima Des,
los mismos difieren en el largo de la cadena, el patron de ramificacion y la posicion del
doble enlace. A partir de estos resultados Weber y colaboradores (2001) cuestionan si
realmente la enzima Des actia como una desaturasa especifica para la posicion AS.

¢) “Shock” osmético: caracterizacién biogquimica de las membranas.

Los estudios que se realizaron durante un shock osmoético demostraron que se produce
un aumento en la concentracion de CL en la membrana de B. subtilis, al igual que durante el
crecimiento en hipersalinidad. Estos resultados indicarian que una de las primeras respuestas
de las membranas de B. subtilis al estrés hipersalino es el cambio en la composicion de
fosfolipidos anionicos. Asimismo, se observa una disminucion de PE y de LysPG a tiempos
largos de incubacion. Esto sugeriria que el metabolismo fosfolipidico se encuentra alterado
como consecuencia del shock osmoético y corrobora la induccion en la biosintesis de CL.
Esta induccion provocaria una disminucion en la concentracion de los precursores de los
otros fosfolipidos que afectaria la concentracion de los mismos en la membrana. Con
respecto a la composicion de los acidos grasos, se observo una disminucion en el porcentaje
de los saturados ramificados y un aumento en el de los saturados lineales. Cuanto mayor es
el tiempo de incubacion en presencia de NaCl menor es la proporcion de acidos grasos
ramificados pertenecientes a la serie iso. A diferencia de los resultados obtenidos durante el
crecimiento en hipersalinidad, durante el shock osmoético se determiné que se produce una
disminucién en la concentracion de los acidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados.
Estos cambios en la composicién de acidos grasos podrian atribuirse a la adaptacion de las
membranas a la alta osmolaridad y serian necesarios para mantener la membrana en fase
liquida ordenada.

Los cambios observados en la composicion de la membrana de las células de B.
subtilis en respuesta al shock por NaCl (aumento de CL, de DGDG, de los acidos grasos
lineales y la disminucién de los ramificados) son similares a los cambios observados debido
al crecimiento en hipersalinidad. En conjunto, estos resultados estarian indicando que estos

cambios serian fundamentales para la adaptacion de B. subtilis al estrés osmotico.
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Capitulo 2:

Membranas: caracterizacion fisico-quimica:

a) Determinacion de la microviscosidad v de orden lipidico de las membranas de

B. subtilis durante el crecimiento en alta osmolaridad.

Desde el punto de vista tedrico, se esperaria que el aumento observado en la
concentracion de acidos grasos saturados lineales y la disminucion de los ramificados en
respuesta al estrés salino, provoque un aumento en el grado de empaquetamiento de la
bicapa. No obstante, puesto que también se detectdo un aumento en la concentracion de los
acidos grasos monoinsaturados en respuesta al estrés, éstos inducirian una disminucion en la
microviscosidad de la bicapa. Asimismo, se detectaron cambios importantes en la
composicion de los lipidos polares en respuesta al crecimiento en hipersalinidad que
.provocarian consecuencias opuestas sobre el empaquetamiento y la movilidad de los lipidos
de la membrana de B. subtilis. El aumento observado en la concentracion de CL contribuiria
a aumentar el grado de empaquetamiento de las membranas. Recientemente, Mileykovskaya
y colaboradores (2001) demostraron que este fosfolipido de naturaleza anionica estaria
organizado en la bicapa formando agrupamientos con caracteristicas hidrofobicas.
Asimismo, diversos estudios han demostrado que un incremento de la concentracion de CL
en la membrana aumentaria el orden lipidico y por consiguiente la estabilidad de las mismas
(Hoch, 1992; Shibata ef al., 1994). Por el contrario, el aumento detectado en la concentracion
del glicolipido durante el crecimiento en hipersalinidad tendria el efecto opuesto ya que se ha
demostrado que este tipo de lipidos provoca un efecto desestabilizador en las bicapas
lipidicas (Rivas & Luzzati, 1969). No obstante, se sabe que la fluidez y las propiedades
funcionales de las membranas biologicas son una consecuencia de la colaboracion entre las
proteinas y los lipidos presentes en las bicapas. Con excepcion de anillo lipidico que se
encuentra en contacto directo con las proteinas, las caracteristicas dinamicas de los dominios
lipidicos se encuentran indirectamente afectados por la presencia de las proteinas. Por ello,
las caracteristicas dinamicas de las membranas son parcialmente similares a las observadas
en los liposomas construidos con los extractos lipidicos (Shinitzky & Barenholz 1978).

En esta tesis se estudio la microviscosidad y el grado de empaquetamiento lateral de
las membranas y de los liposomas de B. subtilis mediante la espectroscopia de fluorescencia
utilizando tres sondas fluorescentes (DPH, TMA-DPH y Laurdan) las cuales se ubican en

distintas zonas de la bicapa lipidica.
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Los resultados obtenidos indicaron que no existe transicion de fases en las membranas
de B. subtilis. Tampoco se observan estas transiciones ni en los liposomas construidos a
partir de lipidos totales ni en los de lipidos polares. Resultados similares fueron descriptos en
células de B. subtilis sometidas a un estrés térmico (Herman ez al., 1994). Las caracteristicas
fluorescentes del Laurdan estudiadas en esta tesis indicaron que las membranas y los
liposomas se encuentran en un estado de fase liquido-ordenado descartandose ademas la
coexistencia de fases. Como fue previamente descripto en B. stearothermophilus crecido a
diferentes temperaturas (Reizer er al., 1985), los resultados obtenidos con las distintas
sondas indican que las proteinas aumentan la microviscosidad de los lipidos de las
membranas de B. subtilis en comparacion con los liposomas libres de proteinas. En efecto,
no se observaron diferencias en la microviscosidad de los liposomas de lipidos totales y
polares debido a la condicion de crecimiento.

Los estudios dinamicos realizados con las sondas DPH y TMA-DPH indicaron que las
membranas de las células crecidas en hipersalinidad presentan una disminucion en el grado
de hidratacion a nivel de la interfaz hidrofilica-hidrofobica de la bicapa (estimado por el
TMA-DPH vy confirmado por el Laurdan) y en la zona mas profunda de la bicapa (medido
por el DPH). En cuanto a la velocidad de rotacion de estas sondas, solamente se
determinaron diferencias en el DPH ubicado en las membranas. Los valores obtenidos
sugeririan que la sonda rotaria mas lentamente en las membranas de las células crecidas en
hipersalinidad. Este resultado estaria relacionado con el aumento determinado en el orden
lipidico (detectado mediante el estudio de la anisotropia del estado estacionario y dinamico
de las sondas DPH y TMA-DPH) y en el grado de empaquetamiento lateral (detectado con el
Laurdan) en las membranas durante el estrés osmético.

La anisotropia limite medida sobre los liposomas de lipidos polares indicaria que la
presencia de NaCl provocaria una diferencia en el orden de los lipidos entre las zonas
externas e interna de la bicapa. Sin embargo, estos resultados son opuestos a los obtenidos en
las membranas ya que se observd que la anisotropia limite aumenta especialmente en la
region que es sensada por el DPH. No obstante, si bien el crecimiento en hipersalinidad
afecta en menor medida a las mediciones de anisotropia limite realizadas con la sonda TMA-
DPH en las membranas respecto a los liposomas libres de proteinas, es importante destacar
que el efecto detectado en el orden lipidico y el empaquetamiento medido mediante el DPH
y el Laurdan es totalmente opuesto. Por lo tanto podria concluirse que la presencia de las

proteinas en las membranas es el principal factor responsable del aumento en el
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empaquetamiento y orden lipidico de las membranas de las células de B. subtilis crecidas en
hipersalinidad.

En conjunto estos resultados sugeririan que el aumento en el contenido del glicolipido
y en los acidos grasos monoinsaturados durante el estrés osmotico, contribuirian a la
disminucién en el orden lipidico y en el empaquetamiento observado en los lipidos polares
(detectado mediante la anisotropia limite del DPH) y en los lipidos totales (detectado
mediante la GPe del Laurdan). No obstante, los resultados obtenidos con la sonda TMA-
DPH indicaron que se produce un aumento en el orden lipidico durante el crecimiento en
hipersalinidad. Esto podria atribuirse a que esta sonda catidnica estaria particionandose
diferencialmente en agrupaciones de fosfolipidos cargados negativamente como la CL, cuya
proporcion es mayor bajo condiciones de estrés.

Se obtuvieron distintos valores de polarizacion generalizada del Laurdan en los dos
tipos de liposomas y en las membranas aisladas obtenidas a partir de ambas condiciones de
crecimiento. Esto podria deberse a los cambios descriptos en la composicion de fosfolipidos
y de acidos grasos debidos al crecimiento en hipersalinidad. Ambos componentes estarian
afectando el grado de empaquetamiento de la bicapa y por consiguiente su grado de
hidratacion. |

En conclusion, se podria afirmar que el aumento determinado en el grado de
empaquetamiento de los lipidos bajo condiciones de estrés apoyaria la teoria de la “eficacia
homeoviscosa” demostrando que el cambio producido en la composicion de la membrana en
B. subtilis, se produciria con el propodsito de mantenerla en una fase liquida ordenada
necesario para la viabilidad celular. Finalmente, los resultados mostrados en esta tesis
indicarian que las propiedades fisicas de las membranas de B. subtilis varian debido a un
aumento en la osmolaridad externa del medio de cultivo. Ademas, confirman la variacion de
las caracteristicas fisico-quimicas de las bicapas debida a la interaccion de los lipidos con las
proteinas de la membrana. A pesar de que no se observan diferencias cuantitativas en la
relacion fosfolipidos / proteinas como consecuencia del aumento en la osmolaridad del
medio de cultivo, se observaron cambios en el perfil de las proteinas de membrana. Estas
variaciones, junto con las obtenidas en la composicion de lipidos polares y de acidos grasos,
estarian contribuyendo a la adaptacion biologica de las propiedades fisicas de las membranas
al estrés osmotico.

b) Estabilidad de liposomas y membranas frente a la accién de Tritéon X-100.
En los ensayos de estabilidad realizados mediante la solubilizaciéon con Triton X-100

solo se observan diferencias significativas entre los liposomas de lipidos totales extraidos de
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las células crecidas bajo ambas condiciones de cultivo. Se necesité utilizar una mayor
concentracion de detergente en los liposomas de las células crecidas en hipersalinidad para
poder completar el proceso de solubilizacion. Estas diferencias podrian atribuirse a los
lipidos neutros, los cuales estarian estabilizando la estructura de la bicapa de estos
liposomas. Ademas, los resultados indican que las membranas presentan una mayor
sensibilidad a la accion de detergentes que los liposomas. Estudios realizados en sistemas
modelos de liposomas detectaron que el proceso de solubilizacion se encuentra influenciado
por el estado de la fase lipidica (Domecq et al., 2001), siendo la fase gel la mas sensible a la
accion de los detergentes. Los resultados obtenidos con 1a GPey. del Laurdan indican que las
membranas aisladas poseen un mayor grado de empaquetamiento que los liposomas de
lipidos totales y como consecuencia de ello, las mismas serian mas sensibles a 1a accion del
Triton X-100.

¢) Permeabilidad de protones en liposomas.

Dentro de los ensayos realizados para caracterizar fisico-quimicamente a las
membranas de B. subtilis crecidas bajo estrés salino, se estudio el proceso de permeabilidad
de protones a través de las bicapas. El objetivo de estos ensayos fue el de comprobar la teoria
de la “adaptacion homeoviscosa de la permeabilidad” propuesta por van der Vossberg y
colaboradores (1999). Dicha teoria postula que los microorganismos son capaces de ajustar
su composicion lipidica en respuesta a diversos factores externos manteniendo constante la
permeabilidad de la membrana a los protones. Estos autores, demostraron que las células de
B. subtilis mantienen constante esta permeabilidad independientemente de la temperatura a
la cual son crecidas las células. Los resultados obtenidos en esta tesis demostraron que
cuando de B. subtilis es crecida en medios hiperosmoéticos también es capaz de mantener
constante la permeabilidad a los protones, indicando que dicho parametro es importante para
la viabilidad celular.

d) Estudios de la formacién de dominios de cardiolipina:

Otro de los objetivos que fueron planteados en esta tesis fue el de demostrar si el
crecimiento en hipersalinidad era capaz de inducir la formacion de dominios de cardiolipina.
Estudios realizados en diversos laboratorios utilizaron a la sonda fluorescente Nonyi-
Acridine Orange (NAO) para determinar la formacion de dichos dominios (Gallet et al.,
1995; Petit et al., 1994, Mileykovskaya & Dowhan, 2000). Estos trabajos postularon que la
carga neta negativa que presenta la cardiolipina y la estructura que adopta en la bicapa es
fundamental para la formacion de los dimeros fluorescentes de la sonda. A diferencia de

estos trabajos, que en general se realizaron utilizando concentraciones fijas de la sonda,
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Septinus y colaboradores (1983) sefialaron la importancia de la concentracion de la sonda
sobre la forma de los espectros de emision. En particular, dichos autores demuestran que la
formacion del dimero fluorescente es dependiente de la concentracidn utilizada y de las
interacciones hidrofobicas que se producen entre las moléculas de la sonda.

Los resultados obtenidos en este trabajo durante la puesta a punto de esta técnica
demostraron que la formacion del dimero no depende exclusivamente de la presencia de una
superficie en la cual la sonda pueda adsorberse. Se utilizaron liposomas conteniendo
distintos fosfolipidos aniénicos como PA, PG y CL y se observdé que la presencia de
fosfolipidos cargados negativamente era fundamental para la formacion del dimero. Sin
embargo, se determiné que para la formacién del mismo no es necesaria la presencia de CL
en la bicapa ya que se observa la banda de emision del dimero en los liposomas conteniendo
PA y PG. Unicamente se observé la presencia del dimero dependiente de la presencia de CL
a bajas concentraciones de sonda (2.5uM) y de fosfolipidos anidnicos (10mol%). La
formacion del dimero en todas las condiciones estudiadas no se debié a cambios en la carga
neta superficial (A%¥o) de los liposomas, ya que los valores obtenidos de A¥o son los mismos
independientemente del fosfolipido utilizado. Recientemente, se postuld que la CL seria
capaz de formar una especie de cavidad hidrofobica en la bicapa, permitiendo que los
protones se ubiquen en la superficie de la membrana (Mileykovskaya et al., 2001). Los
resultados que se obtuvieron en esta tesis utilizando bajas concentraciones de CL, indicarian
que este fosfolipido estaria formando dichas estructuras hidrofébicas que permiten la
formacion del dimero unicamente en estos liposomas. Puesto que la CL posee cuatro cadenas
de acidos grasos y su cabeza seria al parecer compacta, es posible que el sistema de anillos
de la NAO se acomode entre las moléculas de CL favoreciendo a las interacciones directas
entre estos anillos para la formacion de dimero (Mileykovskaya ez al., 2001).

Para determinar si el comportamiento de la sonda era similar en muestras biologicas,
se determinaron los espectros de emision de NAO en liposomas y membranas de las células
de B. subtilis crecidas en condiciones normales y de hipersalinidad. Se determiné que ain a
bajas concentraciones de sonda (2.5uM), la banda de emision del dimero es capaz de
formarse en las membranas y los liposomas de la cepa crecida bajo ambas condiciones de
crecimiento. Ademas, el resultado mas importante que fue el ensayo control realizado con
una cepa incapaz de sintetizar CL demostré que la aparicion de dicha banda era
independiente de la presencia de dicho fosfolipido.

En conjunto, los resultados presentados en este capitulo demostraron por primera vez

que en un microorganismo la presencia de CL en las membranas y la carga neta de superficie
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no son fundamentales para permitir la formacion del dimero de NAO. Aparentemente, la
formacion de dominios hidrofobicos sobre las bicapas seria el unico factor que estaria
relacionado con el proceso de dimerizacion de la sonda. Estas observaciones indican que la
NAO es capaz de dimerizarse esencialmente debido a interacciones hidrofobicas y que la
adsorcion de la misma no es debida a la carga neta de la CL acorde a lo descripto utilizando

como modelo a la membrana mitocondrial (Septinus ef al., 1983, Keij et al., 2000).

Capitulo 3:

Fosfolipidos aniénicos.

a) Mutantes para la biosintesis de cardiolipina: caracterizacion fisioldgica,

bioguimica y genética frente al estrés osmético.
El analisis efectuado sobre los cambios en la composicion lipidica de las membranas

de B. subtilis frente al estrés salino, revela un aumento en importante en la concentracion de
cardiolipina. Para determinar si el cambio en la concentracion de este fosfolipido es
importante para el crecimiento en altas salinidad se construyeron diversas cepas mutantes del
metabolismo de fosoflipidos. Se consideraron esencialmente a los genes responsables de la
sintesis de la cardiolipina (c/s) y de la fosfatidilglicerolfosfato sintasa (pgs). B. subtilis posee
tres genes homologos al gen de £. coli que codifica para la enzima cardiolipina sintasa (c/s),
los mismos son ywnkE (cls2), ywiE (cls1) y ywjE.

Estudios realizados utilizando la cepa Marburg de B. subtilis indicaron que el gen
ywnk era el unico implicado en la sintesis de cardiolipina (Matsumoto ef al., 1999). Sin
embargo, los analisis obtenidos a partir de “microarrays” de ADN detectaron que el gen
ywil: es el que se induce durante el estrés por NaCl y por etanol (Price ef al., 2001, Petersohn
et al., 2001). Este gen posee un promotor que es reconocido por el factor sigma B (c®), el
cual esta involucrado en la respuesta al estrés en esta especie (Petersohn et al., 2001).
Teniendo en cuenta estos resultados contradictorios, se construyeron las cepas mutantes para
los genes c/s/ (cepa CL1) y cls2 (cepa CL2) en el contexto genético salvaje de referencia
(YB886) y se evaluo su rol en la sintesis de cardiolipina.

El analisis de la composicion de lipidos polares de la cepa CL1 no presento diferencias
significativas respecto de la cepa salvaje, indicando que el gen ¢/s/ no cumple ningin rol en
la biosintesis de cardiolipina.

El analisis del perfil lipidico de la cepa CL2 mostr6 una ausencia total de cardiolipina

y reveld que en esta cepa el unico fosfolipido anionico es el PG, el cual constituye el 77% de
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los fosfolipidos totales. A diferencia de lo obtenido en mutantes de E. coli (Nishijima ef al.,
1988), no se detecto la acumulacion de acido fosfatidico (PA) debido a la ausencia de CL.
No se observaron diferencias significativas en el porcentaje de la PE en comparacion con la
cepa salvaje. No obstante, se determin6 que el porcentaje de LysPG se encontraba
disminuido, lo que sugiere que el metabolismo de este fosfolipido estaria alterado como
consecuencia de la ausencia de CL.

Los resultados obtenidos con la cepa CL2 indicarian que en B. subtilis el producto del
gen cls2 seria el Unico responsable de la actividad cardiolipina sintasa confirmando los
resultados obtenidos en la cepa Marburg de B. subtilis (Matsumoto et al., 1999).

En los ensayos de osmorresistencia realizados en medio solido se determin6é que no
existen diferencias en el crecimiento y en la morfologia de las colonias entre las cepas
analizadas. También se comprobo que la fase estacionaria es el estadio de mayor resitencia al
estrés salino en esta mutante como fuera descripto por Ruzal y Sanchez Rivas (1994) en la
cepa salvaje YB886. Estos resultados sugieren que la cardiolipina no seria importante para
resistir el estrés osmoético cuando las células se encuentran en dicho estadio. Sin embargo,
los ensayos de adaptacion a medios hipersalinos mostraron diferencias significativas. A bajas
concentraciones de NaCl (0.75 y 1M) la cepa mutante se adapta y crece de manera similar a
la cepa salvaje. A altas concentraciones de NaCl la situacion es diferente pues la cepa CL2
presenta un retraso en el crecimiento de 5 horas en 1.25M NaCl y de 10 horas en 1.5M NaCl
y alcanza un menor crecimiento que la cepa salvaje. Esto indicaria que la presencia de CL
seria importante para la adaptacion de B. subtilis a altas concentraciones salinas aunque no
tendria un rol tan importante para el crecimiento.

Puesto que la cepa CL2 es capaz de crecer en medios hiperosméticos, se determiné si
la cardiolipina puede sintetizarse por una via alternativa al producto del gen c/s2 en esas
condiciones. El analisis de la composicion lipidica demostré que la cepa es incapaz de
sintetizar CL por una via independiente al gen c/s2. Por otra parte, no se observaron
diferencias significativas en el contenido de los fosfolipidos no anidnicos en esta cepa, pero
si se determindé un aumento significativo en el porcentaje de PG y del DGDG en esta cepa
cuando es crecida en hipersalinidad. Un aumento en la concentracion de glicolipidos también
fue descripto durante el crecimiento de S. cerevisiae en condiciones de estrés por NaCl
(Sharma et al., 1996).

Estos resultados confirman que el producto del gen cls2 es el Gnico responsable de la
sintesis de cardioipina en B. subtilis y sefialarian la tendencia existente en la mutante CL2 a

aumentar la concentracion de los fosoflipidos anidnicos en respuesta al estrés osmotico. Este
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aumento en el porcentaje de PG sugeriria que en determinadas reacciones especificas que
son dependientes de las cabezas polares de los fosfolipidos, este fosfolipido reemplazaria a la
CL. En E. coli se demostr6é que los fosfolipidos anionicos se encuentran involucrados en
diversos procesos celulares como la activacion de complejos inactivos de la proteina
iniciadora de la replicacion a partir de OriC (Croque, 2001) y la translocacion de las
proteinas dependientes de SecA a través de le membrana interna (Dowhan, 1997).
Asimismo, en mutantes para la cardiolipina sintasa (gen cdrl) de Saccharomyces cerevisiae
también se ha demostrado que el PG es capaz de compensar la ausencia de la CL (Jiang et
al., 2000).

Los ensayos de actividad transcripcional realizados con la cepa CL2 mostraron un
aumento en la expresion del gen c/s2 bajo condiciones de estrés hipersalino. No obstante, se
determiné que dicha expresion es dependiente de la fase de crecimiento, siendo mas
importante cuando las células ingresan a fase estacionaria. Este resultado concuerda con los
datos bioquimicos presentados en este trabajo donde se demostré6 que a medida que las
células de B. subtilis ingresan a la fase estacionaria se produce un aumento en la
concentracion de CL. Resultados similares fueron obtenidos en una cepa donde se estudio la
transcripcion del gen c/s2 en un contexto salvaje sugiriendo que la regulacion de este gen es
independiente de la presencia de la proteina codificada por el mismo.

El analisis de la composicion de acidos grasos mostroé que la cepa CL2 crecida en el
medio de cultivo LB, aumenta el porcentaje de acidos grasos lineales y disminuye el de los
ramificados en comparacion con la cepa salvaje. Ademas, se determiné que estas diferencias
estan mas acentuadas bajo condiciones de estrés. El estudio de la composicion de acidos
grasos de ambas cepas (CL2 y salvaje) crecidas en hiperosmolaridad indicaria que en B.
subtilis existe una tendencia a aumentar los acidos grasos lineales y disminuir los
ramificados en respuesta al estrés.

b) Mutantes para la biosintesis de cardiolipina: caracterizacién fisico-quimica.

En la cepa salvaje estos cambios producian un aumento en la microviscosidad de la
membrana. Para verificar si en la cepa CL2 se producia el mismo tipo de efecto se midio el
grado de empaquetamiento lateral utilizando la sonda fluorescente Laurdan.

En el estudio de liposomas de lipidos totales y de membranas de la cepa CL2, los
valores de polarizacion generalizada del Laurdan indicaron que los lipidos y las membranas
de esta cepa crecida bajo condiciones normales y de estrés se encuentran en una fase liquida
ordenada. No obstante, se determind que existe un menor grado de empaquetamiento de los

lipidos de las células crecidas en el medio LB. Al igual que los resultados obtenidos para la
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cepa salvaje, se descarto la transicion y la coexistencia de fases en los liposomas y en las
membranas.

El grado de hidratacion de la interfaz hidofilica-hidrofdbica calculado a la temperatura
de crecimiento (37°C) seguiria en los liposomas el siguiente orden CL2> wt~ wt + NaCl >
CL2 + NaCl y en las membranas CL2> CL2 + NaCl >wt > wt + NaCl. Esto indicaria que los
liposomas y la membrana de la cepa CL2 crecida en medio normal LB son los que poseen un
mayor grado de hidratacion o lo que es similar un menor empaquetamiento lateral.

La composicion lipidica y de acidos grasos observada en la cepa CL2 crecida en
hiperosmolaridad seria uno de los principales factores que estarian provocando la diferencia
en el empaquetamiento lateral de los liposomas y de las membranas. En estas muestras se
esperaria que la ausencia de CL influyera sobre el ordenamiento lipidico debido a la
estructura particular que presenta este fosfolipido. Sin embargo, los resultados obtenidos con
las membranas sugieren, que seria la presencia de las proteinas el factor fundamental para
determinar las caracteristicas fisicas de estas. Estos resultados serian los primeros en
demostrar la influencia de la CL en la microviscosidad de las membranas bacterianas.

Entre los estudios de la caracterizacion fisico-quimica de las membranas de la cepa
CL2, se realizaron ensayos de permeabilidad a protones con el objetivo de determinar si la
ausencia de CL afectaba a este parametro. Los resultados sugieren que los liposomas de esta
cepa crecida en el medio normal LB, presentan una permeabilidad diferencial a protones
dependiente de la composicion ionica del medio. Una de las posibles explicaciones seria la
diferencia en el grado de solvatacion de los iones disociados cuando los mismos se
encuentran en la interfaz lipido-agua. Otra posibilidad estaria relacionada con las constantes
de union de los distintos iones al PG, las cuales siguen el orden relativo Li* > Na" > K* >
Cs' (Tocanne & Teissie, 1990). Se observé que la velocidad con la que se llego al equilibrio
era dependiente de la composicion del medio tal como fue previamente descripto en sistemas
modelos de liposomas (Burnham e al., 1982). Asimismo, se determind que la ausencia de
CL en estos liposomas, provoca un aumento en la inestablilidad de los mismos, de acuerdo
con el postulado que la CL estabiliza la estructura lamelar de las bicapas lipidicas (Shibata et
al., 1994).

Cuando se estudiaron a los liposomas de la cepa CL2 crecida en hipersalinidad, se
demostr6 que los mismos no responden al gradiente de amonio impuesto, pues no se detecto
ninguna disminucion significativa en la intensidad de fluorescencia de la sonda naranja de

acridina.
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Se ha descripto que en los fosfolipidos anionicos como PG, PI, PA y CL el sitio de
union de los cationes es el grupo fosfato. En el caso particular del PG se sabe que los iones
monovalentes son capaces de penetrar entre las cabezas polares dependiendo de la fase en la
que se encuentra este fosfolipido (Tocanne & Teissie, 1990). Las observaciones realizadas
con el Laurdan indicaron que los liposomas compuestos por lipidos de la cepa CL2 crecida
en condiciones normales presentan un menor grado de empaquetamiento que los obtenidos
con la cepa crecida en hipersalinidad. Esta variacion seria la responsable de la diferencia
observada en la permeabilidad de protones en la cepa CL2 crecida bajo condiciones

normales y de estrés.

¢) Mutante para la biosintesis de fosfatidilglicerol: caracterizacién fisiologica,
bioguimica y genética.

Como se ha demostrado, la mutante CL2 es capaz de crecer en medios hipersalinos
pese a la ausencia de CL. Sin embargo, se produce un aumento en la concentracion de PG
indicando que los fosfolipidos anionicos (PG o CL) son importantes para el crecimiento en
alta salinidad. Con el proposito de determinar si efectivamente la presencia de estos
fosfolipidos es fundamental para las células y para el crecimiento en alta salinidad, se
construyé la mutante PGS1. En esta cepa el gen pgs4 se encuentra bajo el control del
promotor Pspac, el cual es reprimible por el represor Lacl y por lo tanto inducible por IPTG.
Los estudios realizados con esta mutante demostraron que la viabilidad de esta cepa depende
de la presencia del inductor en el medio de cultivo. Esto sugeriria que la presencia de lipidos
anionicos es fundamental para la viabilidad de B. subtilis. El mismo tipo de resultados se
observo en mutantes del gen pgs4 de E. coli. No obstante, en esta especie se determiné que
la viabilidad celular se recupera cuando existe una segunda mutacion en el gen que codifica
para la principal lipoproteina de la membrana externa (Lpp) de E. coli (Kikuchi et al., 2000).
Resultados recientes demostraron que la acumulacion de esta lipoproteina provoca anomalias
en la membrana celular y como consecuencia de ello se produce la lisis de las células
(Suzuki et al., 2001). En el caso de B. subtilis no se puede descartar que la ausencia de
viabilidad observada en la cepa PGS1 se deba a alguna causa similar. Las lipoproteinas de B.
subtilis se encuentran presentes en la membrana, pero se conoce muy poco acerca de su
biosintesis.

A medida que aumenta la concentracion del inductor en el medio de cultivo se produce
un incremento en la concentracion de PG y de CL en la membrana de esta cepa. Los valores
alcanzados en el contenido de PG son similares a los de la cepa salvaje, sin embargo el de

CL es menor. El porcentaje de DGDG también fue afectado por las distintas concentraciones

181



Discusion.

de IPTG, determinandose que a medida que aumenta el porcentaje de los fosfolipidos
anionicos se produce una disminucién en el contenido del glicolipido. Esto estaria
relacionado con los cambios que se producen en el metabolismo de fosfolipidos, los cuales
estarian favoreciendo la sintesis de lipidos anionicos.

La importancia de los fosfolipidos anionicos quedd en evidencia en los ensayos de
osmorresistencia realizados en la cepa PGS1. Se determind que a bajas concentraciones de
IPTG esta cepa es osmosensible en el estadio T+1. Cuando se correlacionaron los valores
obtenidos de osmorresistencia con los de la contribucion porcentual de CL y de PG en las
membranas de PGS1, se concluyo que cuando la bacteria sintetiza bajas concentraciones de
fosfolipidos anidnicos, la misma no es capaz de resistir el estrés osmotico
independientemente de la fase de crecimiento en la que se encuentra. Claramente a medida
que aumenta la concentracion de dichos fosfolipidos la osmorresistencia de las células de
PGS1 es mayor.

A diferencia de los ensayos que se realizaron con la cepa CL2, no fue posible realizar
experimentos de adaptacion a hipersalinidad en la cepa PGS1, puesto que cuando se intento
crecer a la misma en LB + NaCl y sin IPTG, no se observé crecimiento durante largos
tiempos de incubacion. Por lo tanto fue dificil diferenciar el efecto del estrés osmotico de
aquel debido a la pérdida de viabilidad. Ademas, la alta tasa de reversion o supresion de la
mutacion no permitio realizar una correcta interpretacion de los resultados.

En cuanto a la actividad transcripcional del promotor del gen pgs4 se observé que la
misma presenta una pequeiia induccion a medida que las células ingresan a la fase
estacionaria. Esto concuerda con los resultados bioquimicos presentados en el primer
capitulo donde se demostr6 que el porcentaje de este fosfolipido varia en funcion de la fase
de crecimiento. El mismo analisis realizado en cultivos en presencia de NaCl, mostro una
induccién de la transcripcion, siendo ésta de aproximadamente 2 a 3 veces que en el medio
LB. Ademas, se confirmoé que la induccion se produce cuando las bacterias ingresan a la fase
estacionaria de crecimiento.

En conjunto estos resultados demostrarian el rol relevante del PG en la viabilidad
celular el cual es ain mayor cuando la bacteria es crecida en presencia de NaCl.

Por primera vez, en este trabajo se demostrd que cuanto mayor es el contenido de
fosfolipidos anionicos en las membranas de las células de B. subtilis, mayor es la
osmorresistencia de las mismas. Sin embargo, puesto que se conocen diversos mecanismos

involucrados en la resistencia a la alta salinidad no se puede concluir que el aumento
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observado en la osmorresistencia sea exclusivamente debido a la presencia de fosfolipidos

anionicos.

Aportes v perspectivas de este trabajo:

En esta tesis se demostro la importancia de los fosfolipidos anionicos en la adaptacion
de B. subtilis al crecimiento en alta salinidad. Ademas se observaron diversos cambios
fisicoquimicos (fluidez, hidratacion interfacial, grado de empaquetamiento lateral de lipidos)
que se producen en las membranas en respuesta a dicho estrés. Los cambios observados en
las membranas de B. subtilis durante el crecimiento en alta osmolaridad serian importantes
para contrarrestar la diferencia osmotica entre la célula y el medio exterior y/o para
transmitir las sefiales necesarias para la activacion de las proteinas osmosensoras
involucradas en la osmorrespuesta.

En este aspecto se ha descripto que la actividad de osmosensado de la proteina OpuA
de L. lactis se encuentra regulada por diversas caracteristicas fisico-quimicas de las
membranas como ser la hidratacion de la misma, el grado de empaquetamiento y la
composicion de fosfolipidos (van der Heide & Poolman, 2000; van der Heide et al., 2001).
En C. glutamicum y en E. coli también se han analizado la importancia de dichos parametros
en la activacion de las proteinas BetP y ProP respectivamente (Riibenhagen ef al., 2000,
Racher et al., 1999). Todos estos trabajos fueron realizados utilizando proteoliposomas y en
los mismos se ha comenzado a dilucidar si el osmosensor detecta los cambios fisico-
quimicos que se producen en la membrana como consecuencia del aumento de la
osmolaridad externa o detecta directamente este cambio en la osmolaridad. En este aspecto
nuestros resultados contribuyen a entender cual es el estado fisico-quimico de la membrana
durante el estrés osmotico en B. subtilis y qué tipo de cambios se producen en esta.

En base a estos resultados seria interesante determinar la actividad de los
transportadores del tipo Opu en las membranas de las distintas cepas crecidas bajo
condiciones de estrés. Ademas, seria importante analizar si el transporte de prolina (como
osmoprotector) a través de OpuE, se encuentra alterado como consecuencia de las
variaciones fisico-quimicas observadas en las membranas de la cepa salvaje y de las distintas

cepas mutantes.
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Conclusiones.

CONCLUSIONES:

- Se demostraron que se producen cambios morfolégicos en las células de B. subtilis
como consencuencia de un aumento en la osmolaridad externa del medio de cultivo.

- Se determiné que la composicion de lipidos polares y de acidos grasos varia en
funcion de la fase de crecimiento celular y de la osmolaridad del medio de cultivo. En
particular, se observdO un aumento en la concentracion de los fosfolipidos anidnicos en
funcion de ambos parametros.

- Se observo que los cambios producidos en las membranas de B. subtilis en respuesta
al estrés osmotico y a un shock osmético son similares (aumento de CL, de DGDG, de los
acidos grasos saturados lineales y disminucion de los ramificados).

-Se determind por primera vez en esta especie, que los cambios en la composicion
lipidica en respuesta al crecimiento en hipersalinidad traen aparejados un aumento en la
microviscosidad de las membranas de B. subtilis (demostrado por medio del estudio de
parametros estaticos y dinamicos de diversas sondas fluorescentes). Ademas, se confirmo
que las caracteristicas fisico-quimicas de las bicapas dependen de la interaccion de los
lipidos con las proteinas de la membrana como habia sido descripto en diversos modelos.

- Se determin6 que la permeabilidad a los protones no se altera como consecuencia de
estos cambios bioquimicos de membrana demostrando que dicho parametro es importante
para la viabilidad celular.

- A diferencia de lo observado en otros laboratorios, se demostré que la formacion de
los dimeros de la sonda 10-N-nonyl acridine orange no depende de la presencia de
cardiolipina en las membranas ni de la carga neta superficial de las mismas. De esta manera
se comprobo que esta sonda no puede ser utilizada para cuantificar la formacion de dominios
de cardiolipina en las membranas de B. subtilis.

- Se demostré que el gen c/s2 es el Gnico responsable de la actividad cardiolipina
sintasa en B. subtilis. Ademas, se presentaron evidencias de que la presencia de cardiolipina
es importante para la adaptacion y no para el crecimiento de B. subtilis en alta salinidad.

- La cuantificacion de la actividad transcripcional del gen ¢/s2 mostr6é un aumento en la
expresion del mismo bajo condiciones de estrés salino confirmando los datos bioquimicos
obtenidos durante la caracterizacion de las membranas.

- La caracterizacion fisico-quimica de las membranas de la mutante para la sintesis de
cardiolipina demostraron la influencia de este fosfolipido sobre la microviscosidad de las
membranas.

- Se demostro que la viabilidad de las células de B. subtilis depende de la presencia de
los fosfolipidos anionicos (en particular de PG), siendo mayor esta dependencia cuando las
células crecen en un medio hipersalino. Estos resultados confirman la importancia de estos
fosfolipidos en la respuesta al estrés osmotico.

Clavdia 5 Ldaez
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Apéndice:

Para una mejor comprension de los distintos términos utilizados en la Introduccion
General de esta Tesis, definiremos con detalle a alguno de ellos.

Soluto compatible: es un cosolvente citoplasmatico cuyos niveles pueden ser
modulados en un gran rango sin interferir con las funciones celulares.

Cosolvente: es un soluto que afecta significativamente las propiedades del agua como
solvente, dando como resultado una solucién no ideal.

Osmoprotector: son compuestos que estimulan el crecimiento bacteriano en medios
que poseen altas osmolalidades.

Respuesta osmoreguladora: es un proceso fisiologico que mitiga ajustes pasivos que
ocurren en la estructura celular causados por cambios en la osmolalidad extracelular.

Osmosensor: es un “dispositivo” que detecta cambios en la actividad de agua
extracelular (osmosensado directo) o cambios resultantes en la composicion y estructura de
la célula (osmosensado indirecto).

Osmotolerancia: es el rango de osmolalildad del medio externo que permite el
crecimiento bacteriano.

Presion de turgencia: (AP) es la diferencia de presiones hidrostaticas que balancea a la
presion osmotica (u osmolalidad).

Kosmotropo: son cosolventes que estabilizan las conformaciones nativas de

macromoléculas bioldgicas. El glicerol, glicina y betaina son algunos de ellos.
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