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1. PSEUDOMONAS DE ORIGEN AMBIENTAL

1.1 BIOLOGIA DE PSEUDOMONAS

El género Pseudomonas fue descrito por primera vez como células con
organos polares para su movilidad; algunas especies forman esporas, aunque en
general es un evento raro. Esta definicion poco especifica dada por Migula en
1984 ha ido avanzando a lo largo de los afios de forma que la actual definicion de
Pseudomonas, que aparece en la edicion del Manual de Bacteriologia Sisteméatica
de Bergey, define este género como: “células en forma de baston, curvadas o
derechas, pero no helicoidales, de entre 0,5-1,0 um de diametro por 1,5-5,0 um de
longitud. La mayoria de las especies no acumulan granulos de poli-B-
hidroxibutirato, pero pueden formar poli-hidroxialcanoatos cuya longitud es mayor
de cuatro carbonos cuando las células se cultivan en alcanos o gluconato. No se
conocen estados de células viables pero no cultivables. Son gram-negativas. Son
generalmente moviles y presentan uno o varios flagelos polares; aunque se han
descrito flagelos laterales mas cortos. Son aerdbicas, con un tipo de metabolismo
respiratorio estricto con oxigeno como aceptor terminal de electrones; en algunos
casos el nitrato puede ser usado como aceptor alternativo de electrones, lo que
permite en estos casos el crecimiento anaerobio. No producen xantomonadinas.
La mayoria, si no todas las especies, no puede crecer bajo condiciones acidas (pH
< 4,5). La mayoria de las especies no requiere factores de crecimiento organicos.
Pueden ser oxidasa positiva 0 negativa, y son catalasa positiva y
guimiorganotroficas. Las cepas de las especies de este género incluyen en su
composicion los acidos grasos hidroxilados 3-OH 10:0 y 12:0, y 2-OH 12:0, y
ubiquinona Q-9. Estdn ampliamente distribuidas en la naturaleza. Algunas
especies son patdgenas de humanos, animales o plantas. El porcentaje de
contenido en G+C del ADN esta entre 58-69%".

La amplia distribucion de las Pseudomonas en la naturaleza (son muy
comunes en suelo, agua, alimentos y plantas enfermas) junto con la capacidad

para crecer a expensas de gran variedad de compuestos organicos simples son
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dos de las caracteristicas mas interesantes de este grupo bacteriano. La
versatilidad nutricional de Pseudomonas (den Dooren de Jong, 1926; Palleroni,
1986; Stainer et al., 1966) hace que, en contraste con otros grupos bacterianos,
muchas Pseudomonas no se puedan distinguir mediante la utilizacion de azucares.
De hecho, las cepas de la especie P. palleronii no utilizan estos compuestos como
fuentes de carbono, y algunas cepas de P. putida sélo pueden utilizar los azlcares
glucosa y fructosa (del Castillo et al., 2007). Los compuestos organicos empleados
como fuentes de carbono y energia por muchas especies de Pseudomonas
incluyen hidrocarburos lineales y aromaticos, acidos alifaticos, aminas, amidas,
aminoacidos, alcoholes y compuestos aromaticos. Conviene aqui destacar su gran
capacidad para utilizar los compuestos aromaticos y la diversidad funcional en
cuanto a las rutas empleadas por Pseudomonas para metabolizarlos, lo que ha
despertado el interés por la utilizacion de especies de este género en procesos de
descontaminacion y biocatalisis (Rojas et al. 2004; Nijkam et al., 2005; Hernandez
et al., 2009).

La gran versatilidad del género no sélo se deriva de la cantidad y variedad de
fuentes de carbono que pueden utilizar sino también de la capacidad de explotar
diferentes nichos ecologicos. EI género Pseudomonas incluye cepas patégenas
oportunistas de animales y el hombre, como P. aeruginosa, patégenos de plantas
como P. syringae, cepas que estimulan el crecimiento de plantas actuando como
fungicidas, como P. fluorescens y cepas de suelo como P. putida (Lugtenberg &
Dekkers, 1999; Palleroni y Moore, 2004). En los ultimos cinco afios se ha
secuenciado el genoma de varias cepas de Pseudomonas, entre ellas, las cepas
P. aeruginosa PAO1 (Stover et al., 2000), P. putida KT2440 (Nelson et al., 2002),
P. syringae pv. tomatoe DC3000 (http://pseudomonas-syringae.org/) y P.

fluorescens Pf-5 (http://pseudomonas-fluorescens.org/) y recientemente en nuestro

laboratorio, P. putida DOT-T1E (Segura et al., en preparacion). Estas bacterias
presentan en promedio 5500 genes en sus genomas, la mitad de ellos sin funcién
conocida. Vodovar et al. (2006), identificaron un grupo de casi 2100 genes que
constituyen el nacleo del genoma del género Pseudomonas, siendo las regiones
no compartidas las que se asociarian a la gran a la versatilidad y capacidad de

supervivencia de las diferentes especies y cepas.
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1.2 IMPORTANCIA DE ESTUDIAR LOS MECANISMOS DE DEFENSA Y
ADAPTACION A ESTRES EN MICROORGANISMOS AMBIENTALES.

La gran capacidad de Pseudomonas para adaptarse a diferentes nichos
ecologicos indica una alta versatilidad metabdlica. Esta versatilidad no sélo se
basa en la capacidad de utilizar distintos nutrientes, sino también en su capacidad
de adaptacién a distintas condiciones medioambientales. Las bacterias del medio
ambiente pueden sufrir grandes variaciones en sus condiciones de crecimiento en
diversos momentos. Un ejemplo de ello son las bacterias rizosféricas las cuales
crecen a expensas de los exudados radiculares que cambian su composicién
segun el estado vegetativo de la planta, su estado fisiolégico o las condiciones
medioambientales (Miller & Wood, 1996). Asimismo, estan expuestas a gran
cantidad de compuestos fendlicos que pueden ser toxicos. Las bacterias
filosféricas son otro gran ejemplo de versatilidad y resistencia a estrés ya que
pueden sufrir grandes cambios de temperatura y humedad a lo largo del dia
(Lindow & Brandl, 2003).

Ademas de todas estas incidencias, las bacterias ambientales han tenido
también que adaptarse en muchos casos a la presencia de contaminantes (mas o
menos toxicos) en su entorno. Desde la revolucion industrial, la produccion vy el
uso de productos quimicos se ha incrementado enormemente y muchos de ellos
han sido liberados al medio ambiente. Algunos de estos productos se utilizan
como insecticidas y pesticidas para el control de plagas y maleza mientras que
otros, como los disolventes organicos y combustibles, alcanzan la biosfera como
resultado de escapes accidentales durante su produccion o almacenamiento
(Ramos et al., 2002; Ramos et al., 1994).

Para la adaptacion a todos estos nichos ecoldgicos, las Pseudomonas
tienen que tener una gran capacidad para la integracion de sefales. De hecho, en
el analisis del genoma de P. putida KT2440, una de las cepas utilizadas en esta
tesis doctoral, se determin6 que 450 fases de lectura abierta (de Ilas

aproximadamente 6000 que componen el genoma) codificaban reguladores
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transcripcionales, con 24 factores sigma y 55 sensores de sistemas de dos
componentes (Martinez-Bueno et al., 2002).

La versatilidad y plasticidad del género Pseudomonas las hace muy
atractivas no sélo desde el punto de vista de la Biologia, sino también de la
Biotecnologia. Cepas de este género son promotoras del crecimiento vegetal tales
como P. fluorescens, otras son buenas colonizadoras de raiz y degradadoras de
contaminantes como P. putida KT2440 y otras resistentes a compuestos toxicos
como disolventes orgénicos (P. putida DOT-T1E). La toxicidad de los disolventes
organicos es uno de los factores limitantes tanto en la prevencién como en la
biorremediacion de zonas altamente contaminadas. La utilizacion eficaz de
microorganismos tolerantes a disolventes organicos es una posible solucidon a
estos problemas. Asimismo estos microorganismos tienen también interés en la
sintesis biologica de compuestos de alto valor afiadido que son toxicos (0 cuyo

sustrato de partida es toxico).

Obviamente, para la optimizacion de cualquiera de las aplicaciones
biotecnolégicas derivadas de la versatilidad metabolica de Pseudomonas es
importante conocer los mecanismos de adaptacion a las condiciones hostiles que
se presentan en la naturaleza, asi como los de resistencia a compuestos toxicos

gue puedan encontrarse en estos medios.

1.3 MECANISMOS DE DEFENSA Y RESPUESTA A ESTRESARES
MEDIOAMBIENTALES

Las bacterias en el medio ambiente estan expuestas a una serie de estreses
tales como cambios de temperatura, disponibilidad de nutrientes y agua y la
presencia de moléculas toxicas. La supervivencia en un ambiente variable requiere
de un amplio rango de respuestas adaptativas rapidas. Aquellos microorganismos
capaces de presentar una adaptacion fisiologica y bioquimicamente exitosa seran

los que colonicen con mayor facilidad un nicho.

1.3.1. Respuesta a desecacion, temperatura y hambre a largo plazo
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Uno de los estreses ambientales méas tipicos es la desecacion 0
deshidratacion, que produce dafios a nivel de ADN, tiene efectos
desnaturalizantes en proteinas y causa un aumento de la temperatura de fusion
(Tm) de las membranas. La respuesta a este tipo de estrés es muy compleja ya
gue solapan mecanismos de respuesta a estrés osmotico, falta de nutrientes y
tolerancia a desecacion. Este solapamiento, se debe a la participacion del factor
alternativo 0°, que controla la expresién de un amplio nimero de genes
implicados en el control de la resistencia a estrés y del que se hablara en detalle
mas tarde en la introduccién de esta tesis doctoral. Las dos respuestas mas
comunes a estrés por desecacion en bacterias son la sintesis de solutos
compatibles, como trehalosa, los cambios en los lipidos de membrana y
proteccion frente al dafio oxidativo. En P. putida KT2440, la cantidad de trehalosa
sintetizada en respuesta a este tipo de estrés es limitada e incluso bacterias
modificadas para producir mayores cantidades de este compuesto no son mas
tolerantes a desecacion (Manzanera et al., 2002). La isomerizacion cis-trans de
los acidos grasos insaturados, de la que también hablaremos mas adelante en
detalle en esta introduccion, también estd implicada en la adaptacion a la
desecacion. Los cambios reversibles en la composicion de acidos grasos podrian

ayudar a mantener la membrana en una fase liquido-cristalina adecuada.

Los cambios en respuesta a variaciones de temperatura también son
fundamentales en la supervivencia de bacterias medioambientales. La
temperatura afecta a la fluidez de membrana, flexibilidad de proteinas y la
conformacién de acidos nucléicos. En la respuesta tanto a frio como a calor se
sintetizan gran cantidad de chaperonas (proteinas de cold-shock o heat shock)
gue estabilizan la estructura de las proteinas o median en los procesos de
traduccion. Estas respuestas son muy complejas y han sido estudiadas en
profundidad en distintas bacterias, pero se alejan del tema de esta tesis doctoral
por lo que remitimos al lector a las diversas revisiones que hay en la literatura
sobre este tema, entre ellas Phadtare et al., (1999) y Guisbert et al., (2008). Si

gueremos destacar, que los cambios en los lipidos de membrana van
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encaminados a incrementar la fluidez de la misma (en respuesta a frio) y a

disminuirla cuando se responde al calor (Ramos et al., 2001)

Finalmente, la escasez de nutrientes durante periodos largos de tiempo es
otro de los estreses ambientales a los que tiene que hacer frente las bacterias
ambientales. Se ha observado la aparicién de mutaciones en poblaciones que no
estan proliferando (es decir, que no se replican). Este proceso de denomina
mutacion adaptativa y su posible significado biolégico implica una ventaja

adaptativa para las cepas mutadas (Ramos et al., 2002).

1.3.2 Respuesta a disolventes organicos

Dado que durante esta tesis se han estudiado algunos aspectos de la
respuesta celular frente a distintos disolventes organicos, a continuacion se
detallan los mecanismos de defensa que puede presentar la célula en respuesta

a estos compuestos toxicos.

La toxicidad de un disolvente esta directamente relacionada con la
lipofilicidad del compuesto, expresada en términos de logP.w.el cual define el
coeficiente de particion de un compuesto en un sistema bifasico de octanol /agua
(Rekker & de Kort, 1979). Los compuestos con un valor entre 3,5y 1,5 son toxicos
ya que se acumulan en la membrana citoplasmatica causando efectos deletéreos,
mientras que aquellos con un valor de logP,, superior a 4 ¢ inferior a 1.5 suelen ser

bien tolerados por los microorganismos (Inoue & Horikoshi, 1991).

El efecto que causa un compuesto sobre la integridad de la membrana
dependera de la ubicacion del mismo en la membrana, lo lo cual a su vez viene
determinado por su estructura molecular y sus distintos sustituyentes (Weber & de
Bont, 1996). Por ejemplo, los alcanos que presentan un valor logP,, > 3, tienden a
embeberse en la bicapa alineandose con las cadenas acilicas de los acidos grasos
de los fosfolipidos (Sikkema et al., 1994). Los compuestos mas hidrofilicos como
los alcoholes logP. < 3 alinean su cadena no polar con las cadenas acilicas de los

fosfolipidos mientras que el grupo hidroxilo polar interacciona con el grupo de
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cabeza polar del fosfolipido anclandose en la interfase lipido/agua. Los disolventes,
al intercalarse en la membrana, afectan las interacciones de tipo van der Waals que
se establecen entre las cadenas acilicas de los acidos grasos de los fosfolipidos
interrumpiendo la bicapa a nivel local. Los disolventes organicos fluidifican las
membranas bacterianas alterando la barrera de permeabilidad de la misma ya que
provocan la filtracion de compuestos desde el exterior celular, y la liberacién de
iones y de metabolitos desde el interior celular hacia el medio externo. Al aumentar
la permeabilidad de la membrana a los protones y otros iones se produce un
colapso en el potencial de membrana, causando una pérdida en la generacién de
energia que conlleva a una inhibicibn de las funciones de la membrana

dependientes de energia (Cartwright et al., 1986)

Uno de los principales mecanismos que presentan las células bacterianas
para reducir los efectos toxicos de los disolventes son las bombas de eflujo. Su
accion consiste en expulsar activamente el disolvente a través de las dos
membranas de la envuelta celular de las bacterias Gram negativas. De esta forma
la célula es capaz de mantener una concentracion moderada del compuesto téxico
en la membrana. Se han descrito varias bombas de eflujo pertenecientes a la
familia RND (Resistance Nodulation cell Division) involucradas en la expulsion de
disolventes (Rojas et al,. 2001). Estos sistemas constan de tres componentes: un
transportador de membrana interna dependiente de energia, un canal de
membrana externa y una proteina de fusién que conecta ambas estructuras a
través del periplasma (Koronakis et al., 2000). En Pseudomonas putida DOT T1E
se han descrito tres bombas de extrusion codificadas por genes de tolerancia al
tolueno (ttg): TtgABC (Ramos et al., 1998), TtgDEF (Mosqueda y Ramos, 2000),
TtgGHI (Rojas et al., 2001).

Otro de los mecanismos relevantes en la tolerancia a disolventes son
aquellos que permiten un reajuste de la fluidez de la membrana ya que ésta se ve
alterada tras la exposicion a disolventes (Ramos et al., 2002). Estas
modificaciones son similares a las que se producen en respuesta a otros tipos de
estreses, como puede ser el choque térmico. Esto es debido a que en condiciones
fisiol6égicas la membrana citoplasmatica de las bacterias presenta un estado de

fase liquido-cristalina fluida que es esencial conservar en condiciones Optimas
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ante una modificacién en el ambiente que la rodea (Bloom et al., 1991). Entre los
cambios observados en los acidos grasos de los fosfolipidos de membrana, cabe
destacar el aumento en los &cidos grasos saturados en presencia de alcoholes de
cadena larga y compuestos aroméaticos (Cronan 1968; Ingram, 1977) y los
cambios en la proporciéon de acidos grasos de cadena larga y cadena corta
(Pinkart, et al., 1996). Estos mecanismos son considerados mecanismos a largo
plazo, ya que requieren la sintesis de novo de &cidos grasos (Ramos et al., 2002).
Una respuesta rapida a la presencia de disolventes organicos en el medio es la
formacién de &cidos grasos insaturados en trans a partir de los correspondientes

acidos grasos en cis.

A lo largo del desarrollo experimental de esta tesis se comprobd que los
acidos grasos ciclopropanos también estan implicados en la respuesta a tolueno.
Estos acidos grasos también se forman a partir de los acidos grasos insaturados
cis preexistentes en la membrana. Estas dos modificaciones post sintéticas de los
acidos grasos constituyen el eje central de esta tesis y se explicaran en detalle

mas adelante en la introduccion.

Algunas cepas de P. putida pueden alterar la composicion de los grupos de
cabeza polares de los fosfolipidos en respuesta a una exposicion frente a
disolventes (Ramos et al.,, 1997) con el fin de influenciar la fluidez de la
membrana. Las clases mayoritarias de fosfolipidos presentes en las cepas de P.
putida son la fosfatidiletanolamina (PE), el fosfatidilglicerol (PG) y la cardiolipina
(CL). La CL presenta una temperatura de transicion 10° mas alta que la PE, lo
cual podria disminuir la fluidez de membrana ante un compuesto toxico teniendo
un efecto estabilizador (Weber & de Bont, 1996).

Aunque algunos autores sefialan la degradacion del compuesto como un
factor de tolerancia, se han identificado microorganismos capaces de tolerar
ciertos disolventes organicos pero que no pueden metabolizarlos (Isken & de
Bont, 1996, Mosqueda et al., 1999) por lo que no parece que la biodegradacion
sea un factor importante en la tolerancia, sobre todo a altas concentraciones del

compuesto.
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2. LA ENVOLTURA CELULAR

La envuelta celular bacteriana es el primer punto de contacto entre el
microorganismo y el medio ambiente, y por tanto, muchos de los mecanismos de
tolerancia y adaptacion a estrés observados en bacterias son mecanismos que se
originan o son consecuencia de adaptaciones en los lipidos de membrana. Al
constituir estas modificaciones en la membrana celular la base de esta tesis
doctoral, en la siguiente parte de esta introduccion se va a explicar en detalle la
composicion de la envuelta celular bacteriana y las modificaciones post-sintéticas

en lipidos de membrana que estan implicados en respuesta a estrés.

La envoltura celular bacteriana aisla y a su vez comunica la célula con el
medio que la rodea. Esta envoltura esta formada por la pared celular y la
membrana interna. La membrana interna es una bicapa en donde las moléculas de
fosfolipidos se orientan hacia la parte interna a través de sus dominios hidrofébicos
dejando hacia el exterior las regiones polares. Esta bicapa a su vez incorpora
distintos tipos de proteinas. La envuelta celular estd también compuesta por
peptidoglicano, cadenas poliméricas de azlUcares que estan entrecruzadas con
moléculas peptidicas. Dependiendo de la organizacion estructural del
peptidoglicano y las bicapas lipidicas, las bacterias pueden ser divididas en gram
positivas y gram negativas (Figura 1). En las bacterias gram positivas la envoltura
celular esta formada por una capa de peptidoglicano relativamente gruesa (20 a 30
nm) seguida por el periplasma y la membrana citoplasmatica (Matias & Beveridge
2006). La envoltura celular de las bacterias gram negativas esta constituida por
dos bicapas lipidicas separadas por un compartimiento viscoso llamado
periplasma el cual contiene una fina capa de peptidoglicano (3 a 8 nm) (Matias et
al. 2003). En las bacterias gram positivas, el peptidoglicano esta unido
covalentemente a los &cidos teicoicos mientras que en las gram negativas esta
estructura es mantenida mediante las lipoproteinas que se unen tanto al

peptidoglicano como a las membranas interna y externa.

Figura 1. Organizacién esquematica de la envoltura celular de las bacterias gram positivas y gram

negativas.
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2.1. LA MEMBRANA EXTERNA DE LAS BACTERIAS GRAM NEGATIVAS

Las dos cepas utilizadas en esta tesis doctoral, P. putida DOT-T1E y P.
putida KT2440 pertenecen al grupo de las gram negativas. En este grupo, la
membrana externa es el primer punto de contacto de la célula con el ambiente
gue la circunda y como tal, es de gran importancia en el intercambio de moléculas
hacia y desde el interior celular. La membrana externa se presenta en forma de
una bicapa asimétrica (Kamio & Nikaido, 1976), con una monocapa interna
conformada por fosfolipidos, de una composicion similar a la membrana
citoplasmatica, y una monocapa externa conformada por lipopolisacaridos (LPS).
La membrana externa actia como barrera de permeabilidad selectiva a solutos y
sirve como barrera de exclusion de compuestos perjudiciales para la célula
(Nikaido & Vaara, 1985; Hancok, 1997). Ademas interviene en la secrecion de
moléculas al exterior celular tales como sideroforos, enzimas y toxinas. Sirve
también de anclaje a estructuras externas como flagelos y es responsable del

mantenimiento de la estructura.

2.1.1 Los lipopolisacéaridos
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Los lipopolisacaridos (LPS) son el componente mayoritario de la envoltura
celular constituyendo del 3 al 8% del peso seco de una célula (Rietchel et al.
1984). Consiste en un glucolipido anfipatico que contiene una region hidrofilica
representada por el polisacarido denominado antigeno O, el nucleo central (core)
del oligosacérido y una region hidrofébica que es el lipido A. Los LPS pueden
tener un tamafio variable dependiendo de las repeticiones del antigeno O
presentes en la molécula. Los LPS estan exclusivamente localizados en la cara
externa de la membrana externa y estan anclados a la misma mediante las

cadenas acilicas del lipido A (Burrows y Lam, 1999)

2.1.2 Proteinas de membrana externa

La membrana externa bacteriana tiene una composicién proteica
caracteristica; en general contiene entre 3 y 8 proteinas muy abundantes que
coexisten con gran numero de proteinas minoritarias. Esta atravesada por una
gran variedad de canales hidrofilicos formados por proteinas llamadas porinas.
Existen porinas de difusion que permiten la entrada pasiva de moléculas
hidrofilicas menores de 600 Da y que en general no son quimicamente especificas
sino que su limite de exclusion depende del tamafio del poro. Junto con estas
porinas existen otras con especificidad de sustrato (Llamas et al., 2003).

2.1.3 El peptidoglicano

El peptidoglicano es un heteropolimero formado por dos derivados de
azucar, la N-acetilglucosamina y el acido N-acetilmuramico y cuatro aminoacidos
(L-alanina, D-alanina, acido D-glutamico y o bien L-lisina o bien acido
diaminopimélico). Estos forman una cadena peptidica de cinco aminoacidos unidos
al acido N-acetilmuramico. Las cadenas de glucanos que se forman alternando
residuos de azucar mediante enlaces [ 1-4 estan reforzadas por péptidos
entrelazados. El peptidoglicano es el responsable del mantenimiento de la

morfologia bacteriana (Vollmer W. et al., 2008).

2.2 LA MEMBRANA INTERNA DE LAS BACTERIAS GRAM NEGATIVAS
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La arquitectura de la membrana interna bacteriana se presenta como una
bicapa lipidica conformada por lipidos y proteinas. Posee un caracter de barrera
selectivamente permeable y determina, junto con la membrana externa, el trafico
de solutos hacia y desde el interior celular. La membrana interna bacteriana
constituye una matriz que permite el anclaje de distintas proteinas de membrana
gue cumplen con diversas funciones tales como sefializacion, division celular y
sistemas de transporte de sustratos. La membrana interna tiene ademas un rol
importante en la generacién y conservacion de la energia mediante el
mantenimiento de la fuerza proton motriz a ambos lados de la bicapa (Sikkema et
al., 1995).

2.2.1 Arquitectura de la membrana interna

La membrana interna bacteriana estad compuesta por una bicapa fosfolipidica
en la cual se encuentran embebidas distintas clases de proteinas de membrana.
En esta estructura, las cadenas de acidos grasos de los fosfolipidos se ordenan
hacia el interior de la bicapa mientras que sus grupos de cabeza polares se
localizan en la cara externa de ambas monocapas (Figura 2). La composicion
lipidica de esta bicapa determina las interacciones y la dinamica de las moléculas
de lipidos, las cuales a su vez determinan las propiedades de barrera y
permeabilidad de la membrana, influyendo en la topologia, las interacciones y las
funciones de las proteinas de membrana. Con las nuevas técnicas de estudio de
la topologia de la membrana, se ha observado que hay dominios de lipidos en las
membranas bacterianas, es decir areas de membrana que difieren en su
composicion lipidica (Matsumoto et al., 2006). En este contexto se sugiere que las
proteinas de membrana podrian ejercer un papel estabilizador de estos
microdominios lipidicos. De hecho, a algunos de esto dominios se les pueden
otorgar papeles fisioldgicos relevantes (Mileykovskaya & Dowhan, 2005; Kawai et
al., 2004). Este es el caso de dominios de cardiolipina y fosfatidiletanolamina que
tienden a formar estructuras no-bicapa (Dowhan, 1997) necesarias en el proceso
de divisién celular y esporulacion, donde ocurre la fusion y fision de membranas.
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Figura 2. Organizacion esquematica de la membrana interna.
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2.2.2 Proteinas de membrana interna

Las proteinas de membrana citoplasmatica constituyen el 6% del total de
proteinas celulares (Kadner, 1996). Segun su localizacion en la bicapa lipidica se
distinguen tres clases de proteinas de membrana. Las proteinas integrales de
membrana que presentan uno o mas segmentos transmembrana, proteinas que
poseen un dominio periplasmatico y se anclan a la membrana mediante un
dominio transmembrana y proteinas que se asocian a la membrana de manera
transitoria (periféricas). Las proteinas de membrana se acomodan de manera que
presentan sus dominios hidrofébicos en contacto con la membrana y los dominios

hidrofilicos orientados al interior de la proteina.

2.2.3 Funciones de la membrana interna

La membrana citoplasmatica es responsable del desarrollo de mdultiples
funciones importantes para la célula. Actia de barrera selectivamente permeable

determinando junto con la pared celular la entrada y salida de solutos. El agua,
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gases disueltos y moléculas liposolubles difunden a través de la membrana
mientras que otras moléculas necesitan de sistemas particulares de transporte. La
membrana citoplasmatica proporciona una matriz en la cual estan embebidas
distintas proteinas de membrana que cumplen con diversas funciones tales como
enzimas, trasportadores y proteinas flagelares. Ademas es la responsable de
mantener la diferencia de potencial de la célula, participar en la division celular, y
sefalizacion transmembrana entre otras. En esta seccibn se mencionaran

brevemente algunas de las funciones.

i) Generacion y conservacion de la energia:

La mayoria de los procesos biosintéticos y de transporte en bacterias son
llevados a cabo por la hidrdlisis de los enlaces fosfato de alta energia (ATP, GTP 0
PEP), 6 por el acoplamiento de gradientes de iones transmembrana. Todas las
proteinas implicadas en la transduccion de energia y la fosforilacién oxidativa son
proteinas de membrana interna. Se incluyen las proteinas de la cadena de
transporte electronico, la ATP sintasa asi como también las proteinas de la cadena
transportadora de protones. Su correcto ensamblaje en la membrana es

fundamental para el buen funcionamiento de todos los procesos bacterianos.

i) Translocacion de proteinas dependiente del sistema Sec:

Algunas proteinas citoplasmaticas y las proteinas destinadas al periplasma
o la membrana externa son traslocadas por una via secretora general, la cual es
definida por la necesidad del funcionamiento de SecA, SecE y SecY. La proteina A
transporta generalmente tiene un determinante topologico que se denomina
péptido lider en la regibn amino terminal. Generalmente tiene un tamafio
determinado de 20 a 25 aminodacidos de longitud y posee cuatro segmentos con
caracteristicas comunes que son reconocidos por SecA (Laforet et al. 1991). El
péptido sefial se ancla en la cara periplasmatica de la membrana interna, la
traslocacion del resto de la proteina es dirigida por la accién repetida de una
proteina perisférica de membrana, SecA dependiente de ATP y ocurre
probablemente a través de un canal formado por SecY, SecD, SecE y SecF (Hartl,
et al., 1990).
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iif) Transporte de solutos:

A través de esta bicapa lipidica tan solo unos cuantos tipos de moléculas
pueden difundir libremente (agua, acidos grasos de cadena corta, compuestos no
polares), la mayoria requieren un sistema de transporte especifico. Estos sistemas
de transporte estan I6gicamente ubicados en la membrana interna y presentan una
variedad de mecanismos de transporte activo. Dentro de los mecanismos que
acoplan la energia se encuentran: a) el transporte simporte y el antiporte con
gradientes de iones, b) permeasas periplasmaticas, las cuales son complejos
multiproeticos y necesitan de la hidrélisis de ATP, c) transporte de iones dirigido
por ATP asas tipo P, d) sistema de transporte en serie que media el transporte
activo a través de la mambrana interna y externa, €) proceso de traslocacion en
grupo llevan a cabo simultaneamente el transporte y la modificacion del sustrato.
Muchos de los sustratos son transportados por varios sistemas permitiéndole a la
calula optimizar la energia y afinidad de estos sistemas de acuerdo con las

condiciones ambientales.

iv) Division celular:

Este proceso complejo implica la particion del citoplasma en dos
compartimentos, cada uno de los cuales tiene que contener una copia de la
informacion genética de la célula. Involucra la invaginacion circunferencial de la
envoltura celular, la sintesis de lipidos y formacion del septo. En esta division
celular, la membrana también tiene una funcion importante en los procesos de
replicacion y segregacion del cromosoma ya que proteinas importantes en este

proceso se anclan en la membrana para asegurar la segregacion.

v) Sintesis de lipidos de membrana:

Las enzimas de la biosintesis de lipidos estan distribuidas entre el citosol y
la membrana interna. Las de sintesis de acidos grasos estan situadas en el citosol,
mientras que las de fosfolipidos estan localizadas en la membrana interna. Es asi
gue la biosintesis de lipidos se puede dividir en dos partes: la sintesis de acidos
grasos y la union de los acidos grasos completos a la molécula de G3P.
Posteriormente se agrega el grupo de cabeza polar formando asi el fosfolipido
(Paoletti et al., 2007).
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v) Sefializaciébn de membrana:

Las bacterias responden a muchas sefales a través de sistemas
transmembrana de transduccion de sefiales. La membrana interna es la
localizacion de numerosas proteinas reguladoras que controlan la expresion
génica en respuesta a cambios ambientales. Existe una larga lista de sistemas
regulatorios que actian a través de cascadas de fosforilacion. Estos sistemas de
denominan sistemas de dos componentes dado que comprometen una proteina
sensor kinasa que se autofosforila y otra proteina llamada regulador de respuesta
la cual acepta el fosfato desde la sensor kinasa.

Ademas también a nivel de membrana se localizan y anclan proteinas implicadas
en la quimiotaxis (responsables de medir el gradiente quimico) y las proteinas que
forman parte del motor y anclaje del flagelo (Facey y Kuhn, 2010).

2.2.4 Los fosfolipidos

Los fosfolipidos son un componente primordial en las membranas
biologicas. Su estructura esta formada por dos cadenas de acidos grasos unidos a
una molécula de glicerol a través de enlaces tipo éster en los carbonos C1 y C2. El
carbono C3 de la molécula de glicerol se une mediante un enlace fosfodiéster a un

grupo de cabeza polar (Figura 3).

Figura 3. Esquema de la estructura de un fosfolipido
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Los distintos fosfolipidos se clasifican segun sus grupos de cabeza polar. La
membrana interna de la mayoria de las bacterias gram negativas, entre ellas las
de las cepas de P. putida utilizadas en esta tesis doctoral, esta compuesta
principalmente por fosfatidiletanolamina (PE). fosfatidilglicerol (PG) y cardiolipina
(CL) (Figura 4), aunque ésta Ultima se encuentra en menor proporcion. La PE
constituye el 75% de los fosfolipidos totales mientras que el 25% esta constituido
por PG y CL. En Escherichia coli y bacterias del género Pseudomonas se ha visto
gue tanto la cantidad relativa de CL como de PG depende de la fase de
crecimiento del cultivo, siendo el PG es mas abundante en fase exponencial
mientras que la CL se acumula en fase estacionaria (Cronan & Rock, 1996; Bernal
et al., 2007)). La incapacidad de sintetizar la PE resulta letal para las células de E.
coli, mientras que pueden tolerar la falta de PG o de CL (Matsumoto, 2001). Los
acidos grasos unidos a estos fosfolipidos pueden ser saturados 6 insaturados y la

longitud de su cadena es también variable.

Figura 4. Estructura quimica de los fosfolipidos mayoritarios presentes en las membranas

bacterianas. (CL: cardiolipina; PG: fosfatidilglicerol; PE: fosfatidiletanolamina).
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En las bacterias los &cidos grasos se encuentran Unicamente como
componentes de los lipidos de membrana. Las bacterias suelen poseer una
composicion de acidos grasos que puede ser especifica para un género o incluso

para una especie. De esta forma el estudio de poblaciones microbianas a través
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del andlisis de sus acidos grasos se ha convertido en un método de rutina en el
laboratorio (Keindnen et.al., 2004). El espectro de acidos grasos presentes en los
fosfolipidos de numerosas especies, es muy bien conocido. Los lipidos
mayoritarios en especies de P. putida comprenden: los acidos grasos saturados e
insaturados y los acidos grasos ciclopropano. Dentro de los insaturados se
encuentran los cis-monoinsaturados, los trans-monoinsaturados y los
polinsaturados. Los &cidos grasos saturados que se encuentran en mayor
proporcién en P. putida son el palmitico (C16:0 6 hexadecenoico) y en menor
cuantia el mistirico (C14:0 ¢ tetradecanoico) y el estearico (C18:.0 6
octadecanoico). Los acidos grasos insaturados (UFAs) se sintetizan como
isémeros cis y los mas abundantes son el palmitoleico (cis-A® '°- 16:1 ;0 cis-9-
hexadecenoico) y el cis-vaccénico (cis-A'" *2- 18:1 cis-11 octadecenoico) (Figura

5). Los ciclopropanos mas abundantes son el C:17 y C:19 ciclopropano.

En cepas de Pseudomonas y Vibrio se pueden observar también isbmeros
trans de los UFAs, aunque como componentes muy minoritarios en circunstancias
normales de laboratorio. En general, la isomerizacion cis-trans ocurre como
respuesta a cambios ambientales y se originan una vez que el acido graso cis fue
sintetizado (Junker & Ramos, 1999; Heipieper et al. 2003). Debido a su
implicacién en los procesos de respuesta a estrés, esa modificacion sera tratada

detalladamente en una seccion posterior.
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Figura 5 Estructura de los &cidos grasos presentes en los fosfolipidos de Pseudomonas
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2.3 MODIFICACIONES POST-SINTETICAS DE ACIDOS GRASOS EN LA
MEMBRANA EN RESPUESTA A CAMBIOS EN EL AMBIENTE

En bacterias los acidos grasos que conforman los fosfolipidos experimentan
modificaciones post sintéticas. Estas reacciones no dependen de la sintesis de
novo de lipidos sino que ocurren a partir de un acido graso ya sintetizado. Dentro
de las modificaciones de mayor relevancia en Pseudomonas se encuentran la
formacién de acidos grasos ciclopropanos y la isomerizacién cis-trans (Fig. 6). La
modificacién de estos acidos grasos confiere propiedades fisicas diferentes a las
membranas que los contienen, como por ejemplo cambios en la fluidez de

membrana.

Algunos factores ambientales como temperatura o presencia de disolventes
organicos tienen una gran influencia sobre la fluidez de la membrana. Los
microorganismos pueden adaptarse a estos cambios de fluidez modificando su
membrana para de mantener un grado de fluidez constante. Este mecanismo es

llamado “adaptacion homeoviscosa” (Sinensky, 1974).

Figura 6. Modificaciones de los acidos grasos de los fosfolipidos en Pseudomonas. SAM: S-
Adenosil-L-Metionina. SAH: S-adenosil homocisteina.
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2.3.1 Isomerizacion cis-trans

Uno de los principales mecanismos adaptativos frente a cambios
medioambientales que fluidifican la membrana es la conversion de los &cidos
grasos insaturados cis al correspondiente isdmero trans. Esta isomerizacién ocurre
solamente en algunos grupos bacterianos (Tabla 1) y es llevada a cabo por la

enzima cis-trans isomerasa (CTI).

Tabla 1. Presencia de &cidos grasos trans en los lipidos bacterianos

Organismo % total de trans Ref.

P. putida 10-41 Diefenbach etal., 1992

P. aeruginosa 1-41 Conrad et al., 1981
P. atlantica 22-35 Guckert et al., 1987
Vibrio cholerae 1-23 Guckert et al., 1986
Vibrio sp. 4-16 Henderson et al.,1993
Methylococcus luteus 17.8 Guckert et al., 1991
Shewanella putrefaciens 1-10 Nichols et al., 1994
Anabaena sp. 5 Caudales & Wells, 1991
Nostoc sp. 3.4 Caudales & Wells, 1991

En una membrana que presenta un alto contenido de &cidos grasos
saturados, las cadenas acilicas producen interacciones hidrofébicas 6ptimas entre
ellas provocando un alto grado de empaquetamiento entre los fosfolipidos. La
presencia de acidos grasos insaturados rompe esta estructura; el doble enlace cis
provoca una torsién en la cadena acilica con un angulo de unos 30°. Debido a
esta torsion, los fosfolipidos deben ubicarse de una manera mas extendida en la
membrana permitiendo una cierta fluidez (Fig. 7). En condiciones normales la
membrana tiene un determinado estado de fluidez éptimo para el funcionamiento
de todos los mecanismos moleculares que permiten la actividad bacteriana. En

situaciones en las que se produce una mayor fluidificacion de esta membrana (por
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ejemplo, aumento de temperatura, presencia de disolventes organicos u otros) se
rompe este Optimo y si las bacterias no tuviesen mecanismos de compensacion,
se produciria una alteracion significativa de las propiedades de la membrana que
podria conllevar a la muerte celular. Para evitar esta fluidificacion de la membrana,
los &cidos grasos insaturados pasan de estar en una conformacion cis a la
conformacién trans, en la que adoptan una estructura extendida similar a la de los
acidos grasos saturados (Figura 7). Por lo tanto, la isomerizacion cis-trans provoca
una reduccién significativa de la fluidez de la membrana operando como un
mecanismo de respuesta rapida frente a cambios ambientales. De este modo
frente a una perturbacion en el ambiente, la membrana se estabiliza manteniendo
a la célula en condiciones fisioldgicas adecuadas para poner en marcha

mecanismos adaptativos de larga duracion (Keweloh et al., 1991).

Figura 7. Esquema de la membrana en estado fluido y viscoso. El estado fluido es
mantenido por la organizacion de los &cidos grasos con doble enlace cis. En el estado
viscoso la membrana presenta una configuracién mas rigida debido a la presencia de
acidos grasos saturados o insaturados con doble enlace trans.
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El mecanismo de isomerizacion cis-trans ha sido estudiado en detalle en P.

putida y Vibrio ABE-1. La especificidad de la enzima por su sustrato viene dada
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por la posicién del doble enlace y no por la longitud de la cadena acilica,
prefiiendo aquellos acidos grasos que presentan el doble enlace en posicion 9
(Keweloh et al.,, 1991). Los &cidos grasos trans son sintetizados por una
isomerizacion directa del doble enlace cis sin un cambio en la posicion del doble
enlace. La enzima tiene un sitio de uniébn a hemo en su secuencia y por tanto se
ha sugerido que el hierro (probablemente Fe®*") juega un papel fundamental en la
reaccion catalitica (Holtwick et al., 1999). El mecanismo enzimatico propuesto se
lleva a cabo a través de la formacion de un complejo enzima-sustrato en el cual el
hierro electrofilico del grupo hemo retira un electron del doble enlace en cis,
transformando el enlace sp? en sp®. El doble enlace es después reconstituido tras
la rotacién a la configuracién trans (von Wallbrunn et al., 2003). Mutaciones que
destruyen el motivo de unién al grupo hemo en P. putida P8 provocan la pérdida
de funcion de la enzima (Holtwick et al., 1999), y por tanto apoyan la teoria de la
presencia de citocromo C y grupo hemo en el centro catalitico de la enzima . La

reaccion no necesita cofactores, ni de energia (Heipieper et al., 2003).

2.3.2 La enzima cis- trans isomerasa

Uno de los aspectos mas interesantes de la enzima CTI esta relacionado
con su mecanismo de activacion. La enzima se expresa de forma constitutiva
(Diefenbach & Keweloh, 1994; Junker & Ramos, 1999; Bernal et al., 2007b) y dado
gue la conversidon cis-trans ocurre rapidamente (se puede detectar 10 minutos
después de someter el cultivo a un choque de tolueno) resulta poco probable que
la isomerizacion sea causada por una induccion de la isomerasa (Okuyama et al
1990; Heipieper et al. 1992; Junker & Ramos, 1999). De hecho, experimentos
realizados en nuestro laboratorio con una fusién transcripcional del promotor de la
CTI a la enzima B-galactosidasa, demostraron que la transcripcion no se inducia
por disolventes organicos (Bernal et al., 2007b), un compuesto que provoca la
isomerizacion cis-trans.

La CTI tiene una localizacion periplasmica (Okuyama et al., 1998; Junker &
Ramos, 1999; Pedrotta & Witholt, 1999) mientras que su sustrato, el doble enlace
cis, esta embebido en la membrana (Heipiepper et al., 2003). Por tanto, una de las

primeras teorias que surge sobre el mecanismo de activacion de esta enzima
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propone que los acidos grasos insaturados cis se desprenden de los fosfolipidos
de la membrana; el &cido graso en cis se isomeriza por la CTI en el periplasma y
posteriormente se liga al lisofosfolipido de nuevo (Cronan, 2002). No obstante,
este modelo no esta avalado por el hecho de que la conversion puede ocurrir
incluso en condiciones en las cuales el crecimiento celular esta inhibido y en
completa ausencia de una fuente de energia que seria necesaria al menos para la
unién del acido graso al lisofosfolipido. La otra explicacion, mas plausible pero aun
sin demostrar, se basa en el hecho de que la enzima soélo tiene acceso al sustrato
cuando las condiciones de la membrana permiten el acceso, es decir, cuando la
fluidez de la misma aumentara. Asi, en respuesta a un estimulo externo que
aumentara la fluidez de la membrana, la CTI podria tener acceso al doble enlace y
realizar la conversion (Heipieper et al.,, 2001; 2003). Cuando las membranas
adquieran una rigidez mayor, la enzima ya no tendria acceso al doble enlace y la
isomerizacion cis-trans se detendria. Este mecanismo tan simple permite conciliar
el hecho de que la enzima esté constitutivamente presente en las células y que sin
embargo soOlo se observe isomerizacion cis-trans en respuesta a agentes
fluidificantes de membrana. Cabe destacar por ultimo que el ratio trans/cis se ha
sugerido que se puede utilizar como medida de estrés celular. Esto puede ser una

opcion valiosa en procesos de biorremediacion (Heipieper et al., 1995).

2.3.3 Sintesis de acidos grasos ciclopropanos

La formacion de acidos grasos ciclopropanos (CFAs) estd ampliamente
distribuida en las bacterias; Entre los géneros bacterianos en los que se conoce
gue se produced CFAs se encuentran bacterias anaerobias estrictas, anaerobias
facultativas, anaerobias aerotolerantes, microaerofilicas, y aerobias obligatorias
(Tabla 2). Algunos procariotas no tienen CFAs porque carecen del precursor de los
mismos, los &cidos grasos cis-insaturados. Los CFA se forman durante la fase
estacionaria del cultivo celular (Grogan & Cronan, 1997; Mufioz-Rojas et al., 2006)
llegando a constituir un 25% del contenido en acidos grasos de la membrana, y su
aumento coincide con una disminucion del contenido de los &cidos cis-insaturados.
Esto sugirié que los CFA eran sintetizados a partir de los dobles enlaces cis de los

acidos grasos insaturados (Cronan et al.,, 1974). Por lo tanto los CFA tienen la
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configuracion cis sobre el anillo ciclopropano y ocurren sélo en organismos que
sintetizan estructuralmente acidos grasos cis-insaturados tales como el &cido
palmitoleico y el cis-vaccénico. La formacion de CFAs ocurre de manera post
sintética, es decir cuando el fosfolipido se encuentra ya formando parte de la

membrana celular.

Tabla 2. Distribucion de los CFA en los géneros bacterianos

Produccion de CFA Produccion de acidos grasos

insaturados pero no de CFA

Gram positivas

Gram negativas

Gram positivas

Gram negativas

Arthobacter
Bfidobacterium
Clostridium
Lactobacillus
Pediococcus

Alcaligenes
Azotobacter
Bordetella
Campylobacter
Caulobacter

Corynebacterium
Streptomyces

Leptospira
Moraxella
Neisseria
Rhodobacter
Spirochaeta

Chlorobium
Citrobacter
Enterobacter
Helicobacter
Klebsiella
Nitrobacter
Proteus
Pseudomonas
Rhizobium
Salmonella
Serratia
Thiobacillus
Vibrio
Yersinia

Treponema

Algunos autores han sefialado que la presencia de CFAs en la membrana
tiene influencia sobre las propiedades de la misma (Jarrel et al., 1983; Loffhagen et
al., 2007), hecho que se ve apoyado por su participacién en resistencia a estrés
acido en E. coli (Chang & Cronan, 1999) 6 en liofilizaciébn en P. putida KT2440
(Mufioz-Rojas et al., 2006). Como veremos mas adelante, formando parte de los
resultados de esta tesis doctoral, también influencian la tolerancia a tolueno en P.
putida DOT-T1E (Pini et al., 2009).
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2.3.4 La enzima ciclopropano sintasa.

La sintesis de los CFA la cataliza una enzima soluble, la CFA sintasa (Wang
et al. 1992). La biosintesis de los CFA ocurre a través de la metilacion de un doble
enlace cis de un acido graso insaturado. El donador del carbono metilado es el
grupo activado S-metilo de la S-adenosil-L-metionina (Figura 6). La accion de esta
enzima implica su unién a un componente soluble, la S-AdoMet y uno insoluble, el
doble enlace cis de los acidos grasos de los fosfolipidos (Figura 6). No existe un
requerimiento estricto sobre la posicion del doble enlace cis que acepta el carbono.
El &cido graso ciclopropano puede formarse en los isdmeros correspondientes a
las posiciones cis-9, cis-10 y cis-11 de los acidos grasos insaturados C16:1 y
C18:1. Sin embargo los dobles enlaces cis en las posiciones cercanas al final de
una cadena acilica Cig no forman ciclopropano ni tampoco se forman a partir de

dobles enlaces en configuracion trans (Ohlrogge et al., 1978; Silbert et al., 1973).

La formacion de CFA es irreversible y éstos disminuyen conforme las
células se dividen, diluyéndose a medida que avanza el crecimiento celular. En E.
coli y P. putida KT2440 se ha demostrado que los mutantes deficientes en esta
enzima son perfectamente viables demostrandose que los CFA no son
componentes esenciales en la membrana, al menos en condiciones de laboratorio
(Grogan & Cronan, 1986; Mufioz-Rojas et al., 2006).

La regulacién de la CFA sintasa en E. coli es muy compleja. A nivel
transcripcional, el gen cfa se expresa a partir de dos promotores; uno de ellos tiene
una secuencia consenso de un promotor dependiente de o’ mientras que el otro
es reconocido por un factor sigma alternativo de la ARN polimerasa,: el producto
del gen rpoS (Wang & Cronan, 1994). RpoS (c°%), es responsable de la expresion
de genes cuyos productos se acumulan en fase estacionaria y cuyo nivel de
activacion se regulade manera compleja por condiciones ambientales tales como
densidad celular, presién osmotica y temperatura (Zambrano et al. 1993.; Pratt &

Silhavy, 1996). El promotor de la cfa dependiente de o "° presenta una escasa
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actividad pero al comienzo de la fase estacionaria hay un aumento de la

transcripcién del gen cfa a partir del promotor dependiente de ¢,

Ademas de esta regulacion trancripcional, la enzima CFA es inestable, con
una vida media muy corta (Wang y Cronan, 1994; Chang et al., 2000) y se sabe
gue esta sometida a protedlisis dependiente del factor de transcripcion RpoH. En
E. coli la disminucién de la actividad CFA-sintasa se produce después de que
practicamente todos los fosfolipidos con acidos grasos insaturados hayan sido
convertidos a ciclopropano y dado que la ciclopropanacion no es reversible, la
degradacion de la enzima no afecta a los niveles de CFAs en la membrana. Chang
y colaboradores (2000) propusieron que la disminucién de la actividad CFA sintasa
es una estrategia de optimizacion celular designada para un uso eficiente de un
intermediario metabdlicamente costoso, como es la AdoMet (que requiere 3 ATPs
para la sintesis de una molécula [Umbarger 1978]).

3. PROMOTORES BACTERIANOS

Dado la importancia del promotor 0*® (RpoS) en la actividad de la
ciclopropano sintasa, y por tanto en la regulacion de una de las actividades que
han sido objeto de estudio en esta tesis doctoral, consideramos conveniente hacer

una breve introduccion general sobre los promotores bacterianos.

Los promotores son secuencias particulares de ADN reconocidas por la
ARN polimerasa. La ARN polimerasa es responsable de la sintesis de los ARNm,
ARNr y ARNt. La holoenzima esta constituida por el core el cual contiene las
subunidades a,BBw y una subunidad adicional, el factor 0. En procariotas, los
cambios generados en la expresion génica estan mediados por el factor o el cual
es el responsable del reconocimiento del promotor y unién al ADN de manera
especifica. Bacterias diferentes codifican una gran variedad de factores o, y cada
uno de ellos regula determinados grupos de genes. Esta selectividad en el
reconocimiento del promotor por parte del factor o se logra a través del

reconocimiento de distintas secuencias en los promotores.
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Las secuencias consenso que se describen en el capitulo Il de esta tesis
estan basadas fundamentalmente en el estudio de promotores de E. coli. Los
elementos del promotor que resultan cruciales para su reconocimiento por parte
de la ARNP-c"° son el elemento -35, localizado cerca de la posicion -35 relativa al
inicio de la transcripcion y que tiene como secuencia consenso 5’ - TTGACA- 3', y
el elemento -10, préximo a la posicién -10 y que tiene como secuencia consenso
5'- TATAAT-3’ (Gross et al., 1992). In vitro, el factor 0*® es similar al factor 6”° en
cuanto a su secuencia de reconocimiento de los motivos -10 y -35 del promotor
(Figura 8) (Gaal et al. 2001). In vivo, la selectividad de la holoenzima que contiene
o bien el factor 6”° o bien el factor 6> por el promotor depende de la capacidad de
la holoenzima para tolerar diferencias en las secuencias consenso de los distintos

promotores (Typas & Hengge, 2006).

3.1 ESTRUCTURA DE LOS PROMOTORES DEPENDIENTES DE c*

El factor 0*® (RpoS) posee una estructura molecular y funcional muy similar
al factor o’° (RpoD) sin embargo existen una serie de condiciones que conducen a
una diferencia en la selectividad de la holoenzima que porta 6y la que porta o*°.
Primeramente, la ARNP/ 0% es mas flexible a variaciones de la secuencia que se
apartan del consenso en las regiones -10 y -35, asi como a cambios en la
distancia que separa ambos motivos (Typas & Hengge, 2006). Los promotores
dependientes de 0°® presentan una alta conservacion de la secuencia en la regién
-10 mientras que la secuencia en la region -35 estd mas degenerada que en los
promotores dependientes de o’° (Hengge-Aronis & Becker, 2001). La ARNP/ o*®
reconoce una secuencia -10 mas extendida con respecto a la que reconoce ARNP/
0’® en las posiciones -13 (C) y -14 (T) con respecto al punto de inicio de la
transcripcion. Asimismo la zona entre la region -10 y el punto de inicio de la
transcripcion presenta secuencias ricas en AT (Gaal et al.,, 2001; Weber et al.,
2005). Las diferencias entre estas dos clases de promotores se resumen en la

figura 8.
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Figura 8 Comparacion de las secuencias consenso de promotores reconocidos por E ¢”° YE o®
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3.2 FUNCION FISIOLOGICA DEL FACTOR c°® (RpoS)

El gen rpoS se identificd en E. coli como un regulador central durante la fase
estacionaria (Lange & Hengge-Aronis, 1991a). Normalmente se acompafia por una
reduccion o cese del crecimiento celular y provee a la célula de la capacidad de
sobrevivir al estrés actual y de prevenir futuros estreses (proteccion cruzada). Esto
contrasta con las respuestas especificas a estrés las cuales se disparan por una
Unica sefal de estrés que induce proteinas que le permiten a la célula enfrentar
esta situacion particular. Mientras que las respuestas especificas a estrés se
basan en la reparacion del dafio celular que ya ha ocurrido, la respuesta general a
estrés induce un estado de resistencia en el cual el dafio celular se previene en
lugar de tener que ser reparado (Storz et al. 2000). RpoS participa en la
supervivencia a la deficiencia en nutrientes (Lange & Hengge-Aronis, 1991a), en
los cambios morfologicos cuando la célula entra en fase estacionaria (Lange &
Hengge-Aronis, 1991b), en la proteccidén cruzada contra el estrés (osmético, acido
y oxidativo) (Loewen & Hengge-Aronis, 1994) y en osmorregulacion (Hengge-
Aronis,R. 1996).

El gen rpoS ha sido descrito también en bacterias no entéricas y se ha visto
gue modula la virulencia (Iriarte et al., 1995). Dentro de las bacterias no entéricas,
el gen rpoS se ha encontrado en el género Pseudomonas. En P. fluorescens el
gen rpoS se ha relacionado con la resistencia a agentes oxidativos, y regulacion

de sintesis de antibidticos (Samiguet et al., 1995). En el trabajo realizado por
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Ramos-Gonzélez y Molin (1998), se describio la caracterizacion fenotipica de un
mutante en este gen en P. putida KT2440. En esta cepa el mutante en rpoS
muestra una supervivencia reducida a la falta de fuente de carbono asi como

también en presencia de etanol y m-metilbenzoato.

El grupo de degradacién de toxicos organicos de Granada habia puesto de
manifiesto que la resistencia a disolventes organicos en Pseudomonas putida era
un proceso multifactorial en el que juegan un papel esencial distintas bombas de
eflujo que expulsan disolventes, los acidos grasos de la membrana que acttan
como barrera impermeable y un conjunto de chaperonas que ayudan a aumentar

la estructura de las proteinas y el funcionamiento celular.
En esta tesis Doctoral se han observado temas relacionados con los

cambios de fluidez de membrana y su papel en la tolerancia a disolventes

organicos, cuyos objetivos especificos se detallan en la siguiente seccion.
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Objetivos

El objetivo general de esta tesis doctoral es el estudio de las modificaciones
post-sintéticas de los acidos grasos en bacterias del género Pseudomonas y su

participacion en respuesta a estrés.

Para alcanzar este objetivo general, se propusieron tres objetivos especificos:

Z- Estudio del papel fisiolégico de los acidos grasos ciclopropano en respuesta

a estrés.

2.- Estudio de la regulacion de la expresion de los acidos grasos ciclopropano,

a nivel de expresion génica

3.- Estudio del mecanismo de activacion de la enzima cis-trans isomerasa en

respuesta a estres.
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Capitalo 7

Los acidos grasos ciclopropanos estan involucrados en la tolerancia
frente a estrés por disolventes pero no en resistencia a estrés acido en
Pseudomonas putida DOT- T1E

Cecilia-Vanesa Pini, Patricia Bernal, Patricia Godoy, Juan-Luis Ramos y Ana

Segura
Resumen

Las membranas bacterianas constituyen la primera barrera fisica contra los
diferentes estreses ambientales. Pseudomonas putida DOT-T1E acumula
acidos grasos ciclopropano (CFA) en la fase estacionaria. En esta cepa el gen
cfaB codifica la ciclopropano sintasa responsable de la sintesis de los CFA, y
su expresion es mediada por la ARN polimerasa con el factor 6*%. Se genero un
mutante cfaB de P. putida DOT-T1E y se estudid0 su respuesta frente a
disolventes, pH é&cido, y otras condiciones tales como cambios de temperatura,
osmolaridad alta, y presencia de antibidticos o metales pesados en el medio de
cultivo. Un mutante con el gen cfaB delecionado resulté mas sensible a estrés
por disolventes organicos que la cepa silvestre, pero contrastando con E. coliy
Salmonella entérica, el mutante cfaB de P. putida DOT-T1E fue tan tolerante
frente a un choque acido como la cepa silvestre. El mutante fue también igual
de tolerante que la cepa parental frente a ciertas drogas, antibioticos y otros

agentes dafinos.
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Cyclopropane fatty acids are involved in organic
solvent tolerance but not in acid stress resistance in
Pseudomonas putida DOT-T1E

Cecilia-Vanesa Pini, Patricia Bernal, Patricia Godoy,
Juan-Luis Ramos and Ana Segura*

Environmental Protection Department, Estacion
Experimental del Zaidin, Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas, C/Profesor Albareda 1,
18008-Granada, Spain.

Summary

Bacterial membranes constitute the first physical
barrier against different environmental stresses.
Pseudomonas putida DOT-T1E accumulates cyclo-
propane fatty acids (CFAs) in the stationary phase of
growth. In this strain the ¢faB gene encodes the main
cyclopropane synthase responsible of the synthesis
of CFAs, and its expression is mediated by RNA poly-
merase with sigma factor ¢*°. We generated a cfaB
mutant of P. putida DOT-T1E and studied its response
to solvents, acid pH and other stress conditions such
as temperature changes, high osmolarity and the
presence of antibiotics or heavy metals in the culture
medium. A CfaB knockout mutant was more sensitive
to solvent stress than the wild-type strain, but in con-
trast to Escherichia coli and Salmonella enterica, the
P. putida cfaB mutant was as tolerant to acid shock as
the wild-type strain. The c¢faB mutant was also as
tolerant as the parental strain to a number of drugs,
antibiotics and other damaging agents.

Introduction

Bacterial life in the environment is threatened by preda-
tors, and by many abictic factors such as temperature
changes, presence of toxic and chaotropic compounds,
exposure to ultraviolet radiation, desiccation conditions
and many other physical and chemical agents (Ramos
etal, 2002). Cellular membranes constitute the first
physical barrier against physicochemical challenges, and
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of Pharmacy, University of London, 29/39 Brunswick Square, London
WC1N 1AX, UK.
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are provided with a series of sensors that trigger a suc-
cession of responses to overcome damage caused by
noxious agents. One such response is the alteration of
membrane lipid composition, an observation made more
than 30 years ago by Sinensky (1974), who proposed the
term ‘homeoviscous adaptation’ to refer to these changes.

A number of environment protection agencies have
declared organic solvents as hazardous pollutants (http://
www.epa.gov; European Union’s Guideline 1999/13/EG).
These chemicals are inherently toxic, and when they
reach soils and waters, they affect the bicdiversity of
specific niches (Huertas et al., 2000). A limited number of
microbes survive exposure to solvents, and the molecular
mechanisms of solvent resistance have been partially
elucidated in Gram-negative bacteria (Sikkema et al,
1995; Segura etal, 1999; Ramos etal, 2002). Some
bacterial strains belonging to the genus Pseudomonas
(as P. putida DOT-T1E or P. putida S12) are extremely
tolerant to organic solvents and extrusion of toxic com-
pounds via a series of efflux pumps has been proposed to
be the main mechanism of solvent tolerance (lsken and
de Bont, 1996; Kieboom et al, 1998; Kim et al, 1998;
Ramos et al, 1998; Rojas et al., 2001; Rodriguez-Herva
et al, 2007); however, membrane modifications play an
important role in the response to toluene and other
solvents as well as the response to other environ-
mental stresses such as acid stress or temperature shifts
(Pinkart etal., 1996; Chang and Cronan, 1999; Junker
and Ramos, 1999; Loffhagen etal, 2001; Kim et al,
2005; Bernal et al., 2007a).

Changes in the overall degree of fatty acid saturation or
in the cis—trans isomerization of unsaturated fatty acids
have been directly implicated in the cellular responses to
fluidizing agents such as temperature or organic solvents
(Heipieper et al., 1992; Sikkema et al., 1995; Weber and
de Bont, 1996; Ramos et al,, 1997; Junker and Ramos,
1999; Hartig et al., 2005). The amount of trans unsatur-
ated fatty acids in the P. putida membrane increased up to
10-fold just 5 min after toluene addition, enhancing mem-
brane rigidity (Junker and Ramos, 1999; Bernal et al.,
2007b). However, less is known about the role in the
response to these environmental challenges of other
membrane phenomena such as the modification of phos-
pholipid head groups or the formation of cyclopropane
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Fig. 1. A. Reaction catalysed by the cyclopropane synthase.

B. Schematic representation of the ORFs surrounding the cfaB gene in P. putida DOT-T1E. c/s stands for the cardiolipin synthase gene,
PP5366 encoded for a putative dihydrolipoamide dehydrogenase 3.

C. Schematic representation of the ORFs surrounding the cfaA gene in P. putida DOT-T1E. PP2732, PP2733, PP2735 and PP2736 are

hypothetical proteins; PP2737 encode for a putative oxidoreductase (short-chain dehydrogenase/reductase family), PP2738 for a putative
transcriptional regulator, PP2739 for a putative sensory box protein and PP2740 for a putative transcriptional regulator of the MerR family.

PP2736

fatty acids (CFA) (Ramos etal, 1997; Bernal etal,
2007a). Cyclopropane fatty acids have been proposed to
be involved in the resistance of some y-proteobacteria to
certain stresses such as low pH (Chang and Cronan,
1899; Kim etal, 2005) or freeze-drying conditions
(Mufioz-Rojas et al., 2006). However, little is known about
the effect of changes in cyclopropane levels in response
to organic solvents. The CFAs are produced by a postsyn-
thetic modification of cis unsaturated fatty acids, which
involves the addition of a methylene group across the
double bound of these unsaturated fatty acids (Grogan
and Cronan, 1997). This reaction is catalysed by the
enzyme cyclopropane synthase (Fig. 1A). In Escherichia
coli and P. putida, CFAs accumulated during the late-
exponential and stationary phases of bacterial growth
(Grogan and Cronan, 1997; Mufioz-Rojas et al., 20086). In
the solvent-sensitive P. putida KT2440 genome, two dif-
ferent putative cyclopropane synthase genes (cfaA and
cfaB) have been annotated (Nelson et al, 2002). A P.
putida KT2440 cfaB mutant was shown to be unable to
synthesize CFA and that a cfaA mutant had only slightly
lower levels of CFAs than the parental strain (Mufioz-
Rojas et al., 20086).

In this study, we identified the cfaA and cfaB genes in P,
putida strain DOT-T1E. Pseudomonas putida DOT-T1E is
a highly solvent-tolerant strain that was isolated from a
waste water treatment plant in Granada (Ramos et al.,
1995). This strain is able to grow in the presence of high
concentrations of toluene (up to 90% toluene [v/v]) and it
is also able to degrade toluene via the toluene dioxyge-
nase pathway (Mosqueda et al., 1899). This is a model

strain regarding solvent tolerance not only because of its
high tolerance but because of the accumulated data about
the molecular mechanisms of solvent tolerance (Ramos
et al., 2002; Rodriguez-Herva et al., 2007). The cfaBgene
product seems to be the only one responsible for the
synthesis of CFA. Expression of the cfaB gene was shown
to be RpoS-dependent. We generated a cfaB mutant of P.
putida DOT-T1E and studied its response to solvents, low
pH and other stresses such as temperature shifts, high
osmolarity and the presence of antibiotics or heavy metals
in the medium. The mutant was more sensitive to toluene
shocks than the wild-type strain, but in contrast to E. coli
and Salmonella enterica, the P. putida cfaB mutant was as
tolerant to acid shock as the wild-type strain.

Results

CfaB is the main cyclopropane synthase in P. putida
DOT-T1E

Total chromosomal DNA of P. putida DOT-T1E was
hybridized against cfaA and cfaB gene probes generated
by PCR amplification using oligonucleotides based on the
cfaA and cfaB gene sequence of P. putida KT2440. We
found that the cfaA gene hybridized to a single 20 kb
fragment PpuMI or 3.5 kb Xcml fragment, whereas the
cfaB gene hybridized to an EcoRI fragment of about 14 kb
or a BamHI fragment of about 12 kb in the DNA of the
solvent-tolerant DOT-TIE strain. We subsequently ampli-
fied and sequenced the complete cfaA and cfaB genes
from the chromosome of P. putida DOT-T1E. Translation
of the nucleotide sequences into amino acid sequences

© 2009 The Authors
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Table 1. Fatty acid composition of P. pufida DOT-T1E and its cfaA and cfaB mutant derivatives.

cfaB” cfaB”
Wild-type Wild-type cfaA” cfaA™ cfaB” cfaB” (pCEC-3) (pCEC-3)

Fatty acid (exp) (st) (exp) (st) (exp) (st) (exp) (st)
C14:0 1.52 0.9 1.57 0.46 0.00 0.73 0.00 0.00
C15:0 0.08 0.822 0.1 0.33 0.00 0.69 0.00 0.00
C16:1,9 cis 21.7 7.09 2112 5.46 255 34.1 14.63 2.85
C16:1,9 trans 0.28 0.0 0.70 0 0.00 0 0.00 0.00
Cc16:0 40.38 50.8 41.59 51.9 39.6 515 35.35 40.15
*C17:cyclo 0.79 258 1.49 24.3 0.00 1.9 2.45 2410
C17:0 0.0 049 0.06 0 0.00 0.39 0.00 0.00
C18:1,11 cis 12.24 9.55 8.93 12.8 129 7.38 10.50 15.06
C18:1,11 frans 0.00 0.00 0.00 0 0.00 0 0.00 0.00
C18:0 22.96 4.257 24.42 5.35 21.8 3.28 32.52 12.35
*C19:cyclo 0.00 0.46 0.00 0.32 0.00 0 0.00 0.00

a. C17:cyclo, 9,10-methyl hexadecanoic acid; C19:cyclo, 11,12-methyl octadecanoic acid.
Data are given as percentages of the total fatty acid content. Fatty acids were extracted at the exponential (exp) and late-stationary phase after

24 h of incubation (st). Shaded numbers corresponded with the CFAs.

revealed 98.7% identity between CfaB proteins of P.
putida KT2440 and DOT-T1E, and 99% identity between
CfaA proteins in the two organisms, although the trans-
lated cfaA in DOT-T1E is 26 amino acid longer than that
deduced from the KT2440 genome sequence. An in silico
analysis of the chromosomal region around the cfaA and
cfaB genes in P. putida KT2440 suggested that the cfaB
gene is transcribed as a monocistronic unit, as it is diver-
gent from the 3’ downstream gene and convergent with
the gene located in 5 (Fig. 1B). In contrast, the originally
annotated cfaA gene is in a cluster of seven open read-
ing frames that are transcribed in the same direction
(Fig. 1C). This gene organization is identical in both the
solvent-sensitive P. putida KT2440 and solvent-tolerant P.
putida DOT-T1E strains. We have shown with RT-PCR
that cluster in P. putida DOT-T1E is transcribed as a single
operon (data not shown). The functions of the gene prod-
ucts of this operon are unknown.

To assign a function to each of the genes in P. putida
DOT-T1E, knockout mutants of the two putative cfa genes
were constructed as described in Experimental proce-
dures, and fatty acid profiles were established in cells in
the early-exponential and stationary phases. In the wild-
type strain cyclopropane levels were higher in the station-
ary phase of growth than in the exponential phase
(Table 1). As expected, relative levels of the precursor
unsaturated fatty acids (C16:1.9 cis for C17:cyclo and
C18:1.11 cis for C19:cyclo) diminished as cyclopropane
levels increased. The cfaA mutant contained almost the
same amount of CFA as the wild-type strain, whereas
CFA levels in the cfaB mutant were undetectable
(Table 1). A double cfaAcfaB mutant had the same fatty
acid profile as the cfaB- strain (data not shown). To verify
that cfaB was responsible for CFA synthesis we comple-
mented the cfaB mutant with plasmid pCEC-3, which
carries the cfaB gene. The results showed that in the
complemented strain the pattern of fatty acids in the sta-

© 2009 The Authors

tionary phase was similar to that in the parental strain.
These data support that the cfaB gene product is the one
responsible for CFA synthesis in P. putida DOT-T1E.

The cfaB mutant is more sensitive to organic solvent
shocks than the wild-type strain

Cyclopropane fatty acids have been implicated in the
resistance to different stresses in E. coli, S. enterica
serovar Thyphimurim and P. putida KT2440 (Chang and
Cronan, 1999; Kim etal, 2005; Mufioz-Rojas etal.,
20086). To study the role of CfaB in stress resistance in
P. putida DOT-T1E, cultures in the stationary phase
(OD =~ 2.5-3.0) of the wild-type and cfaB mutant were
exposed to different stress conditions and survival was
compared. We found that survival of the cfaB mutant
strain was nearly 1.5 orders of magnitude lower than in
the wild type when exposed to 0.3% (v/v) toluene (Fig. 2).
Complementation of the cfaB mutation by pCEC-3
restored survival to levels similar to those in the wild-type
strain (Fig. 2). Increased organic solvent sensitivity of the
cfaB mutant was confirmed when solvent shock was trig-
gered with 0.3% (v/v) xylene, ethylbenzene or propylben-
zene instead of toluene. Survival rate of the cfaB mutant
was correlated with the theoretical toxicity of the hydro-
carbons (that is related with the log P., value) and was
lower than that of the wild-type strain (Table 2).

Aromatic organic acids such as p-hydroxybenzoate or
protocatechuate are tolerated up to a concentration of
25 mM without affecting survival rate in the wild type
{(Ramos-Gonzélez et al., 2001). This was also the case for
the cfaB mutant strain with other aromatic organic acids
such as benzoate or salicylate. In E. coli CFAs are
involved in acid stress resistance in the stationary phase.
To test whether this was the case in P. putida DOT-T1E,
HCI (to 20 mM) was added to cultures of the parental and
cfaB mutant strains grown in Luria—Bertani (LB) until the
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Fig. 2. Survival of P. putida DOT-THE, its c/aB derivative strain
and the cfaB- pCE C-3 complemented strain at 0, 10 and 60 min
after the addition of 0.3% (VA7) toluene. Black bars, survival of
control cuttures; white bars, survival of cultures with toluene.

stationary phase. We found that viability of both strains
decreased by two orders of magnitude after 24 h. Then
we run an experiment where cells grown on minimal
medium supplemented with glucose until stationary phase
were harvested and HCl was added to obtain pHs of 6,
55,5 45 4 and 35. There was no difference between
the wild type and mutant (100% survival at pH 6,55, 5
and 4, and no survival at pH 3.5).

Mutant cfaB cells showed no differences in survival
rates compared with the wild type when cultures at the
late-exponential growth phase were exposed to tempera-
ture shifts from 30°C to 16°C or from 30°C to 42°C. The
mutant was also not more sensitive to a number of anti-
biotics and heavy metals than the wild type.

The series of results presented above suggested that
the ¢faB gene product is specifically involved in organic
solvent stress, but not in a general stress response.

Transcriptional analysis of the cta genes

The higher levels of CFA during the stationary phase
suggested that ¢faB expression might be governed by the
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Fig. 3. Mapping of the transcription start peint of the &fag gene.
A. Primer extension analysis. Lane 1, primer extension using
primer p100; lane 2, primer extension using primer pi180.

B. The +1 position in the promoter region is in boldface; the
putative o recognition sequence is boxed.

RpoS sigma factor. To test this hypothesis we first deter-
mined the transcriptional start point of the ¢faB gene,
which was found 53 nucleotides upstream from the ATG
start codon (Fig. 3). Around the —10 region we found a
sequence that resembled that proposed to be recognized
by RNA polymerase/c™® (5-CTACTCT-3"). To further study
the expression of the ¢fal gene we fused the ¢fal pro-
moter region to 'facZ to yield plasmid pMPcfaB. Figure 4
shows that expression of the ¢faB gene was clearly
dependent on the growth phase, with a sharp increase in
expression when the culture entered the late-exponential
phase and persistently high levels throughout the station-
ary phase. The response of the ¢fal promoter was totally
different to that of the promoter of the efflux pump TtgGHI
{Fig. 4) inwhich noincrease in expression was observed

Table 2. Sunvival of the £. putida DOT-T1E and o726 cultures after the addition of 0.3% (wA) m-xylene, ethylbenzene or propylbenzene.

100 Poy DOT-THE crag- HoGHE HgABC-
None 93 %0 93*06 94 04 92+ 041
m-xylene 32 94 07 7.0x04 75*03 66*02
Ethylbenzene 34 88 041 8.0x02 63 04 §9*03
Propylbenzene 36 93 *x02 8.8x04 89 *041 85041

Solvents were added when cultures reached the stationary phase, and cells were plated 10 min after the solvent was added. Survival is expressed
as log cfu mi-'. Logarithm of the partition coefficient of an organic solvent in a mixture of octanoliwater {log P,,) was used as a toxicity indic ator.
Organic solvents with log Pa between 1 and 4.5 are very toxic for microorganisms. Within this range, organic solents with lower log Fow values

are more toxic than those with higher values.

© 2009 The Authors
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Fig. 4. Expression of the cfaB promoter (measured as
B-galactosidase activity) along the P. putida DOT-T1E growth curve.
Circles indicate culture growth. Black diamonds, white triangles and
crosses indicate B-galactosidase activity of pMcfaB, pMP220
without promoter and pMP220 with Pus::lacZ (promoter of tgGH/
effux pump; Rojas ef al., 2003) respectively. Black bars show the
percentage of CFAs in the membranes.

during stationary phase. This increase in expression,
together with the finding of a —10 region with high similar-
ity to a consensus sequence for 6%, indicated that expres-
sion of the cyclopropane synthase gene was tightly
controlled by RpoS. To verify the role of RpoS in the
expression of cfaB we introduced plasmid pMPcfaB into a
P. putida rpoS -deficient strain. Expression of the cfaB
promoter was completely shut down in this genetic back-
ground (not shown), confirming that RpoS is the sigma
factor responsible for transcription of the cfaB gene of
P. putida DOT-T1E. At the same time as expression of
B-galactosidase was measured, we determined CFA
levels in the cells, and found that in the wild-type strain
CFAs became detectable as cfaB expression increased,
whereas no C17:CFA was detected in the poS mutant
background at any time.

cfaB expression under different stress conditions

To determine whether the expression of cfaB was influ-
enced by the above stress conditions, we used a
Peus’lacZ fusion. Table 3 shows that in the stationary
phase cfaB expression occurred at around 500 Miller
units, a level of expression that was not significantly
influenced by the presence of toluene or propylbenzene.
The addition of HCI to 20 mM did not affect the level of
B-galactosidase either (not shown). However, the addi-
tion of 15 mM benzoate led to a 2.5-fold increase in
B-galactosidase levels (Table3). No differences in
expression were observed when the plasmid was intro-
duced in the rpoS mutant or when the assay was done
with the plasmid without promoter; that is, activity levels
were always below 40 Miller units (not shown). These

© 2009 The Authors
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results suggested that organic acids rather than inor-
ganic acids were able to induce cfaB expression. To
further test this hypothesis we analysed the expression
of the promoter when different organic acids were added
to the culture medium. None of the linear organic acids
(mono- and di-carboxylic) increased expression from the
cfaB promoter; however, several aromatic acids such us
phenylacetate, salicylate and 2- or 3-toluate led to a
modest increase in expression (Table 3). cfaB expres-
sion did not change after shifting cells from 30°C to
42°C or to 16°C.

Based on the expression results, we decided to test
whether cells growing in the presence of benzoate or
phenylacetate would exhibit higher levels of CFAthan cells
growing only on LB. The results revealed that the modest
increase in cfaB expression in the presence of organic
acids did not translate into higher levels of CFA, probably
because under these conditions the cis—trans isomerase
was also competing for the same substrate (Table 4).

Membrane fluidity

As described above, lipid membrane composition is an
important determinant in tolerance towards different
stresses, especially in response to those that affect mem-
brane fluidity. The role of CFA in membrane fluidity has not
been studied in detail. To determine membrane fluidity in
the wild-type and cfaB mutant strains, we analysed fluo-
rescence polarization values when the cultures were incu-
bated with the dye 1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene. The P
values for all cultures were 0.25 = 0.04, indicating that
there were no significant differences in membrane fluidity
between the wild-type and mutant strains.

Table 3. Transcription from the cfaB promoter determined as
B-galactosidase activity using a fusion of the cfaB promoter to ‘facZ.

Compound Miller units
None 520 = 15
Acetate 500 = 10
Citrate 350 =5

Succinate 500 = 20
Lactate 260+ 5

Protocatechuate 460 = 30
Benzoate 1170 = 20
Phenylacetate 1290 = 30
Salicylate 1050 = 40
2-Toluate 1230 = 45
3-Toluate 1210+ 35
4-Toluate 7505

3-Hydroxybenzoate 880 = 35

Bacterial cultures were grown until they reached a turbidity at an
660 nm of 2.5-3.0. B-Galactosidase assays were determined as
described by Miller (1972) 3 h after acid addition. Data are average
values of three independent assays. All compounds were added to
reach a final concentration of 15 mM except for protocatechuate,
which was used at a final concentration of 5 mM.
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Table 4. Fatty acid composition of P. putida DOT-T1E membranes
grown in the presence of benzoate or phenylacetate.

LB +
Fatty Acid LB LB + benzoate phenyl acetate
C14:0 0.37 0 05
C15:0 0 0.35 0
C16:1.9 cis 7.78 372 279
C16:1.9 trans 0 714 4.05
C16:0 43.4 46.4 456
C17:cyclo 23.3 16.9 20.07
C17:0 0 0 0
C18:1.11 ¢is 18.6 12.56 11.78
C18:1.11 trans 0 0 1.47
C18:0 5.9 11.6 12.8
C19:cyclo 0.5 1.23 118

Cells were grown until they reached OD660 = 2 and then 15 mM of
benzoate or phenylacetate was added. Lipids were extracted 16 h
after the acid was added. Data are given as percentages of the total
fatty acid content. Shaded entries highlight the increases in
frans-UFAs and CFAs in response to benzoate and phenyl acetate.

Discussion

Although CFAs are present in bacterial cytoplasmic mem-
branes at high levels during the stationary phase of
growth (when they can represent up to 25% of the total
fatty acid content), their physiological role has not been
clearly established. The CFAs are nonessential compo-
nents of the membranes, at least under laboratory condi-
tions, as mutants unable to synthesize CFAs are viable.
Although in P. putida DOT-T1E two putative open reading
frames may encode a cyclopropane synthase, our results
suggest that the cfaB gene product is the main enzyme
involved in cyclopropane synthesis. Although we sub-
jected the cfaA mutant to the same stresses as the cfaB
mutant we, did not obtain any distinctive phenotype for the
cfaA mutation. Our results also show that the lack of CFA
in the membranes of the P. putida DOT-T1E cfaB mutant
increased toluene sensitivity as determined by the dimin-
ished viability (by 1.5 orders of magnitude) of mutant
cultures with respect to the wild type. The decrease in
solvent tolerance has also been documented when other
enzymes responsible for the synthesis of membrane com-
ponents (such as cis—trans isomerase or cardiolipin
synthase) were knocked out (Junker and Ramos, 1999;
Bernal et al., 2007a). The fact that the cfaB mutant cul-
tures did not totally loose viability after solvent shock
indicates that CFAs are involved in, but not essential for,
solvent tolerance. Thus far the viability of mutant cultures
after exposure to toluene (log P.w 2.4) has been reported
to be lost completely only when some of the efflux pumps
directly involved in solvent extrusion have been knocked
out (Rojas etal., 2001). Other organic solvents with log
P, values higher than that of toluene are less toxic for
bacterial cells and viability of cultures exposed to a
sudden shock with these solvents remained high even in
the efflux pump mutants (Table 2). Our results confirmed

the toxic effect of these solvents, with a higher decrease
in solvent tolerance in the cfaB mutant when m-xylene
was added to the culture, subtle effects on cfaB survival
with ethylbenzene and almost no differences with propy-
Ibenzene.

The involvement of CFA in solvent tolerance has been
described in the anaerobic bacteria Clostridium acetobu-
tylicum ATCC 824 (Zhao et al., 2003); overexpression of
cyclopropane synthase in this microorganism increased
butanol tolerance; however, it decreased butanol produc-
tion. In C. acetobutylicum butanol was able to increase
the CFA content in membranes (Vollherbst-Schneck et al.,
1984), whereas in P. putida DOT-T1E no increase in CFA
content was detected after toluene was added, and cfa
gene expression was not induced in the presence of the
solvent.

We found no other differences between the wild type
and the cfaB mutant with regard to resistance to other
stresses. Brown and colleagues (1997) reported a corre-
lation between E. coli strains with a high degree of
intrinsic acid tolerance and higher CFA content in the
membranes of these strains. In this connection it was also
found that cfa null mutants of E. coliand S. enterica were
more sensitive to acid stress than the corresponding wild-
type strain (Chang and Cronan, 1999; Kim et al., 2005).
We found no pH at which survival of the P. putida DOT-
T1E cfaB mutant was compromised in comparison with
the wild-type strain, suggesting that in P. putida CFA may
not be related with survival after acid stress. In E. cofi and
S. enterica expression of the cfa gene is driven from two
promoters (one dependent on ¢’° and another on ¢%);
however, in P. putida DOT-T1E cfaB gene expression is
mediated by RNA polymerase only with ¢°°, Expression of
the cfa gene in E. coli increased in response to short-
chain carboxylic acids such as acetate, which is presentin
its natural gut niche (Arnold et al., 2001); in contrast with
E. coli, short-chain organic acids did not induce cfaB gene
of P. putida DOT-T1E, although aromatic carboxylic acids
did induce P. putida DOT-T1E cfaB gene expression.
Whether the response to organic and inorganic acids
reflects different regulatory mechanisms of cyclopropane
synthase in pseudomonadaceaes and enteric bacteria
remain to be elucidated. The role of CFA in survival of P.
putida under environmental conditions is an area that
deserves further research, in particular in the rhizosphere
of plants, a niche in which P. putida proliferates and in
which a large number of aromatic carboxylic acids derived
from lignin breakdown are present.

Interestingly, although the cfaB gene in pCEC-3 was
expressed from a plasmid promoter, the CFA levels
observed during the exponential phase were only slightly
higher than when cfaB was expressed from its own pro-
moter. This indicates that some other regulatory mecha-
nisms operate to control the levels of CFAs in the

© 2009 The Authors

Joumal compilation © 2009 Society for Applied Microbiology and Blackwell Publishing Ltd, Microbial Biotechnology, 2, 253-261

62



membranes. In E. coli CFA synthase is unstable because
of RpoH-dependent proteolysis (Chang et al., 2000), and
in P. putida rpoH expression is induced in the presence
of alkylbenzoates (Dominguez-Cuevas efal, 20086),
so increased cyclopropane synthase degradation might
explain the discrepancy between cfaB expression
and CFA content in the membranes. Proteolysis of
cyclopropane synthase has been suggested to be
an important mechanism to avoid consumption of
S-adenosyl-methionine in the exponential phase during
which this compound is required for the synthesis of other
molecules. The complexity of the regulation of CFA might
be related not only to membrane physical properties, but
it might also respond to a general metabolic regulation.

Experimental procedures
Bacterial strains and growth conditions

Pseudomonas putida DOT-T1E and its mutant derivatives
were routinely grown on LB or M9 minimal medium supple-
mented with the carbon sources indicated in the text (Abril
et al., 1989). Cultures were incubated at 30°C and shaken on
an orbital platform operating at 200 strokes per minute. The
stationary phase was normally reached after 5 h of growth
(oDeeo = 25—3)

Construction of plasmid and mutant strains

The P. putida DOT-T1E cfaB gene was amplified from chro-
mosomal DNA using oligonucleotides Kpncfa2b (5-TA
GGTACCGTAGGCGTCGTGGCCAATTA-3") and EcoRicfa
(5"-TGAATTCGGCCGCTCCTGCACAACC-3'), and digested
with EcoRI and Kpnl. This DNA was ligated to pBBR1MCS-5
{Kovach ef al, 1995), which had been previously cut with the
same enzymes. The resulting plasmid, named pCEC-3, was
transformed in the P. putida DOT-T1E and P, putida DOT-T1E
cfaB~ strains. The resulting gentamicin-resistant colonies
were checked for the presence of the plasmid, and one clone
of each transformation was selected for further analysis.

To construct a cfaB mutant strain, a small fragment
(706 bp) of the cfaB gene was amplified using oligo-
nucleotides CFA1 (5-ATGCTTGCTCAACTTCCACC-3) and
CFA2-6 (5-GTATGGGTGCGACTGTTGGA-3). This frag-
ment was cloned into the pMBL-T vector (Dominion MBL,
Spain) to obtain pANA247, which was cut with BamHI, and
the 2.2 kb BamHI fragment (containing the <::km cassette) of
pHP45Q-Km (Prentki and Krisch, 1984) was ligated in the
linearized plasmid. The resulting plasmid (pANA247K)
was introduced into P. putida DOT-T1E by electroporation
(Enderle and Farwell, 1998), and cultures were plated onto
LB medium plus kanamycin to select for the single homolo-
gous recombination event that disrupts c¢faB by incorporating
the plasmid into the chromosome. A ¢faA mutant strain was
constructed as in Muhoz-Rojas et al. (2006), but using P
putida DOT-T1E as a recipient strain. To construct the double
mutant (P, putida DOT-T1E cfaA cfaB") we excised the {2::Km
cassette of plasmid pANA247 with BamHI and replaced it
with the Gm" cassette of pMS255 (Ko and Park, 2000) pre-
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viously recovered with BamHI. The new plasmid (pCEC-1)
was electroporated into £. putida DOT-T1E cfaA™ strain and
gentamicin-resistant clones were selected. All mutants were
checked by Southern blot (not shown).

Survival after stress treatment

Cultures of the wild-type and mutant strains were grown in LB
medium until the stationary phase (ODsgo = 2.5). Then cul-
tures were divided into two halves, one of which was treated
with the stress agent [temperature shift from 30°C to 42°C or
16°C, addition of 15 mM benzoate, 0.7 M NaCl, 20 mM HCI
or 0.3% (v/v) organic solvent] while the other one was kept as
a control. Serial dilutions of the cultures were plated onto LB
after 30 min, 1 h and 4 h to determined survival rates. In the
assays with organic solvents, cells were plated after 10, 30
and 60 min; data represent the media of at least three inde-
pendent experiments. Acid resistance was also tested as
described by Chang and Cronan (1999). Briefly, cells of cul-
tures growing in M9 minimal medium supplemented with
glucose in the stationary phase were harvested and resus-
pended in M9 minimal medium. Hydrochloric acid was added
until pH of the cultures reached 6, 5.5, 5, 4.5, 4 or 3.5 and
survival was measured after incubation for 1 and 3 h at 30°C.

Fatty acid analysis

Phospholipids were extracted as described by Bligh and Dyer
(1959) and frans-esterified as described before (Bannon
et al., 1982). After gas chromatographic separation, the fatty
acids were identified by mass spectrometry. Data presented
in tables are representative of three experiments.

[-Galactosidase assays

The cfaB promoter was amplified using oligonucleotides
PstlcfaB2 (5-AACTGCAGAGCGGCAGATGCAA-3) and
EcoR1cfaB2 (5-GGAATTCGCTGGCAGCTTCGT-3). The
fragment was then cut with Pstl and EcoRI and cloned into
pPMP220 (Spaink ef al.,, 1987) previously cut with the same
enzymes to construct plasmid pMPcfaB. This plasmid was
electroporated into P. pufida DOT-T1E and P. putida DOT-
T1E rpoS. Cultures were grown overnight on LB medium plus
tetracycline, and on the following morning they were diluted
to an ODgg of 0.1. When the cultures reached the stationary
phase (OD = 3.0) they were exposed to different stressors,
for example, 37°C or 16°C, 20 mM HCI, 15 mM benzoate,
15 mM phenylacetate, 25 mM protecatechuate, 25 mM
p-hydroxybenzoate, 5 mM propylbenzene, 15 mM succinate,
15 mM acetate and 15 mM citrate, and 0.075% (v/v) toluene.
B-Galactosidase activity was assayed 1, 3 and 20 h after
stress treatment.

Fluorescence anisotropy measurements

Membrane fluidity was determined by measuring fluores-
cence polarization of the dye 1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene
probe inserted into the lipid bilayer of the cytoplasmic mem-
branes. Experiments were done as described by Bernal and
colleagues (2007a) except that cultures were harvested
during the early stationary phase.
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Primer extension analysis

Cells of P putida DOT-T1E grown overnight in LB medium
were diluted 1:100 in the same medium. After 12 h of incu-
bation, 15 ml samples were harvested by centrifugation and
RNA was extracted as described before (Aranda-Olmedo
et al, 2005). Primer extension analysis of 100 pg of total
RNA samples was carried out as described previously
(Marqués etal, 1993) using *P-end-labelled oligonucle-
otides. For this step we used oligonucleotides p180 (5'-
GAATGGTGACCTGAGGACTA-3) and p100 (5-CAATGCA
GGTGGAAGTTGAG-3'), which were complementary to the
coding strands within the cfaB gene. cDNAs were run in urea
sequencing gels, and gels were exposed to a phosphor-
imaging screen (Fuji Photo Film) for 5-12 h. Phosphor-
imaging screens were scanned with a phosphor-imaging
instrument (Molecular imager FX; Bio-Rad).

Gene accession number

The sequence of the P. putida DOT-T1E cfaB gene has been
deposited under number DQ665843. The sequence of the
P. putida DOT-T1E cfaA and surrounding genes has been
deposited under number DQ665844.
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Regulacién del gen cfaB de la ciclopropano sintasa en P. putida KT2440

en respuesta a cambios ambientales

Cecilia-Vanesa Pini, Patricia Godoy, Patricia Bernal, Juan-Luis Ramos y Ana
Sequra.

Resumen

Los &cidos grasos ciclopropanos (CFAs) se han encontrado en los fosfolipidos
de las membranas de una variedad de eubacterias y su se relaciona con la
sobrevivencia a estrés. En Pseudomonas putida los CFAs se acumulan en la
membrana durante la fase estacionaria de crecimiento, pero no se conoce en
detalle los mecanismos de regulacion involucrados en la expresion del gen de
la CFA sintasa. En este trabajo se demuestra que la expresion del gen cfaB en
P. putida KT2440 es dependiente del factor sigma RpoS y que RpoS reconoce
la secuencia 5'-CTACTCT-3" entre las bases -8 y -14 con respecto al punto de
inicio de la transcripcion. También hemos mutagenizado el promotor cfaB y se
ha establecido la importancia de la posicion de cada nucleodtido para la
transcripcion mediada por RpoS. Las posiciones -9,-12,-13 y -14 son las mas
criticas para la maxima actividad del promotor en Pseudomonas putida. Los
sustratos de la CFA sintasa, los acidos grasos cis insaturados, son también
sustratos de otra enzima relacionada con el estrés, la cis-trans isomerasa
(CTI). A pesar de emplear el mismo sustrato, hemos observado que la actividad
de la CTI no esté limitada por la actividad de la CFA sintasa y viceversa. De
hecho, en un mutante nulo la cantidad de acidos grasos trans sintetizados
luego de la adicion de un estrés especifico no fue mayor que en la cepa
parental a pesar del hecho de que hay mas acidos grasos insaturados cis que
pueden ser utilizados por la CTI como sustrato. En un mutante deficiente en la
enzima CTI el nivel de acidos grasos ciclopropano resulté similar a la cepa

parental bajo una amplia variedad de condiciones de cultivo.
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SUMMARY

Cyclopropane Fatty Acids (CFAs) have been found in the membrane phospholipids of a
variety of eubacteria and it has been reported that they are involved in stress endurance.
In Pseudomonas putida CFAs accumulate in the membrane during the stationary growth
phase, but little is known about the regulatory mechanisms involved in the control of the
expression of the cfa synthase gene expression. We show here that cfaB gene expression
in P. putida KT2440 is dependent on the RpoS sigma factor and that RpoS recognizes
the sequence 5-CTACTCT-3" between —8 and —14 from the main transcription start
point. We have carried out a mutational study of the cfa promoter and have determined
the importance of each nucleotide position in the RpoS. Positions -9, —12, -13 and —14
are the most critical for maximal activity. In Pseudomonas putida the substrates of the
CFA synthase, cis-unsaturated fatty acids (cis-UFAs), are also substrates for another
stress-related enzyme, the cis-trans isomerase (CT1). Despite using the same substrates,
we have observed that the activity of the CTI is not limited by the CFA synthase
activity and viceversa. For instance in a cfaB knockout mutant the amount of trans-
UFAs synthesized after organic shock was similar to that in the parental background in
spite of available cis-UFAs susceptible to be used as a substrates by CTI. In this regard
in a cti deficient mutant background the level of cyclopropane fatty acids under a
variety of growth conditions were similar to those in the parental one under the same

conditions.
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INTRODUCTION

Pseudomonas species colonize many different environments and consequently have
diverse lifestyles. Species belonging to this genus have been described as opportunistic
human and plant pathogens (such as P. aeruginosa) (Yahr and Greenberg, 2005; Yang
et al., 2008; Attila et al., 2008), beneficial to plants (P. putida or P. fluorescens)
(Molina et al. 2000; Gal et al., 2003; Jones et al., 2007, Giddens et al. 2007) , or plant
pathogens (e.g. P. syringae) (Uppalapati et al. 2008). In all the different environments
these bacteria can inhabit they are threatened by many different biotic and abiotic
factors; and consequently they have developed mechanisms to cope with different
stresses (Ramos et al., 2002; Daniels et al., 2010). The ability to colonize multiple
habitats reflects a high adaptability and this trait correlates with the comparative high
number of sigma factors present in this group of gamma proteobacteria (Ramos-
Gonzalez and Molin, 1999; Martinez-Bueno et al., 2002; Venturi, 2003; Potvin et al.,
2008). One extensively studied alternative sigma factor is RpoS (¢ or o) which
controls the expression of genes involved in survival to starvation and other stresses that
lead to growth reduction (stationary phase), virulence (Loewen et al., 1998; Ishihama,
2000) and in niche colonization (Jorgensen et. al., 1999; Suh et al., 1999).

In P. putida KT2440, a soil bacterium with significance in bioremediation and
promotion of plant growth, RpoS controls the expression of at least 50 proteins (Ramos-
Gonzélez and Molin, 1998), and among them is the cyclopropane synthase, the enzyme
responsible for the addition of a methylene group across the double bound of cis
unsaturated fatty acids to form cyclopropane fatty acids (Grogan and Cronan, 1997; Pini
et al., 2009; Figure 1). Regulation of the cyclopropane synthase (CFA synthase) is of
great interest because of its role in the response to stresses such as acid stress in E. coli
(Chang and Cronan, 1999) and the presence of toxic compounds like toluene and other
organic solvents in P. putida (Pini et al., 2009). In E. coli and P. putida, cyclopropane
fatty acids (CFAs) start to accumulate at the late stages of the exponential growth phase,
and reach maximal levels at the stationary growth phase (Grogan and Cronan, 1997;
Mufoz-Rojas et al.,, 2006; Pini et al., 2009). Although two different putative
cyclopropane synthase genes (cfaA [PP2734] and cfaB [PP5365]) had been annotated in
the P. putida KT2440 genome (Nelson et al., 2002), Mufioz-Rojas and coworkers
(2006) demonstrated that the cfaB gene of P. putida KT2440 encoded the main enzyme
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responsible for the synthesis of CFAs, a result that was latter confirmed in other P.
putida strains (Pini et al., 2009).

The substrates of the CFA-synthase, the cis-unsaturated fatty acids (cis-UFAS), are also
substrates for the cis-trans isomerase (CTI, Figure 1), a key enzyme in the modification
of the membrane fluidity in response to the presence of organic solvents or temperature
changes (Heippieper et al., 1992; Sikkema et al., 1995; Pinkart et al., 1996; Weber and
de Bont, 1996; Junker and Ramos, 1999; Loffhagen et al., 2001; Hérting et al., 2005;
Bernal et al., 2007). The presence of trans-UFAs and CFAs in microbial membranes
has an influence on its properties (Jarrel et al., 1983; Loffhagen et al. 2007) and several
reports had suggested competition for cis-UFAs between cis- to trans- isomerase and
cyclopropane synthase for synthesis of trans-UFAs and the CFAs respectively (Hértig
et al., 2005; Pini et al., 2009). It was therefore of interest to explore if cross-talk

between these two enzymes exists in Pseudomonas to control membrane structure.

Figure 1: Schematic representation of the reactions catalyzed by the CFA synthase and CTI.
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The results shown in this work confirmed that, in contrast with the observations in E.
coli, in which a sigma-70 and a RpoS promoter overlap and contribute to the
transcription of the cfaB gene (Wang and Gronan, 1994), in P. putida KT2440 there is a

single transcriptional start point and that the expression of the cfaB promoter is fully
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dependent on the RpoS sigma factor. The nature of this promoter was confirmed
through the identification of four nucleotides in the —10 region that are necessary for
high expression of the cfaB promoter. Despite the fact that CFA synthase and CTI
utilize the same cis-UFAs as substrates, the level of trans-UFAs or CFAs in the
membranes of mutants deficient in CTI or cyclopropane synthase are not significantly
different that those in the parental strain, suggesting that the amount of cis-UFAs is not
limiting for the activity of these two stress-related enzymes.

RESULTS

Transcriptional analysis of the cfaB gene in P. putida KT2440

In P. putida KT2440 the cfaB gene is transcribed divergently with respect to the Ipd3
gene encoding a dihydrolipoamide dehydrogenase and convergently with the cls
(cardiolipin synthase) gene (Fig. 2A), suggesting that cfaB gene is a monocistronic unit.
In order to identify the promoter of the cfaB gene, we first determined the
transcriptional start point (tsp) of the KT2440 cfaB gene, which was located 53
nucleotides upstream of the proposed ATG codon of the CFA sequence (Figure 2B).
Putative consensus sequences for the Shine-Dalgarno box, and for the -35 and -10 boxes
of an RpoS-dependent promoter were found upstream from the transcription initiation
point (Figure 2B). To confirm that the expression of cfaB promoter in this strain was
RpoS-dependent, the cfaB promoter was fused to the “lacZ gene in plasmid pMP220
and B-galactosidase activity was measured in P. putida KT2440 and in its isogenic
RpoS mutant (Ramos-Gonzalez and Molin, 1998). As seen in Figure 2C, expression of
the cfaB promoter in P. putida KT2440 was fully dependent on growth phase and no
expression was detected in the RpoS knock-out mutant strain. As expected, real-time
PCR assays showed that the expression of rpoS and cfaB genes was almost null in the
exponential growth phase, while both genes were expressed at a relatively high level
during the stationary phase (Figure 2D). cfaB expression started to decrease slightly

before the expression of the rpoS gene.
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Figure 2: A) Schematic representation of the localization of the cfaB gene in the P. putida
KT2440 chromosome; cls: cardiolipin synthase; Ipd3: dihydrolipoamide dehydrogenase. B)
Intergenic sequence between Ipd3 and cfaB genes. The putative Shine-Dalgarno (SD) and RpoS
—35 consensus sequences have been underlined, and the -10 region is within the grey box. The
transcriptional start point is bolded. C) Expression of the cfaB gene throughout the growth
curve. Diamonds represent data of the wild-type strain; squares data of the RpoS mutant. D)
Expression of the cfaB (grey bars), rpoS (dotted bars) and cti (stripped bars) genes at different
points during the growth cycle (ODggonm = 0.8, 3.5, 4.5, 5.0 and overnight [0.n]) measured by
real-time PCR.

Promoter analysis

In the cfaB promoter, the proposed consensus sequence for RpoS recognition differs
only in one position from the E. coli consensus (Figure 3A) and it covers from -8 to -14
rather than from -7 to -13. To analyze the importance of each nucleotide in the putative
RpoS recognition site in the cfaB promoter, we generated transverse point mutations in

each of the 7 nucleotides between positions -8 and -14, (Figure 3B).
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Figure 3: A) Consensus sequences of the 6'° and o™ in E. coli, in the cfaB promoter and in the
Pm promoter of the pWWO0 plasmid for toluene degradation in P. putida mt-2. B) Schematic
representation of the mutant promoters and their expression level measured as -galactosidase at
ODgsonm =~ 3.0. Capital, bolded letter indicated the essential positions in the consensus sequences

The mutant promoters were cloned in the pMP220 plasmid and B-galactosidase
expression was followed throughout the growth curve. Expression from wild-type and
mutant promoters during the exponential growth phase was low (never higher than 100
Miller Units) (not shown). However, the expression increased when the culture reached
a turbidity at 660 nm of around 1.5 and maximum levels were detected when the
cultures had reached a turbidity of 3 (Figure 3B). Mutations at positions —14, —-13, —12
and -9 completely abolished the cfaB promoter activity. A mutation at position —11
resulted in a drop of promoter activity, while mutations at -8 and —10 had almost no
effect in the promoter activity. The expression of all these promoter mutants in the rpoS
background was null (results not shown), indicating that the expression from the mutant

promoters was still dependent on RpoS sigma factor.
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Does CFA synthase compete with CTI for the substrate?

Previous observations in our laboratory showed that the addition of phenylacetate or
benzoate to the culture medium increased the expression from the cfaB promoter
without an increment in the relative amount of CFAs in the membrane of P. putida
DOT-T1E (Pini et al., 2009). Under these conditions, the levels of trans-UFAs showed
a significant increase (with the concomitant reduction in the amount of cis-UFAS).
These facts led us to hypothesize that one plausible explanation was competition for the
substrate by the two stress-related enzymes in Pseudomonas, the CTI and the CFA
synthase (Figure 1). To explore this possibility, we first analyzed the expression of the
cfaB and cti genes in P. putida KT2440 using cti and cfaB promoter fusions to “lacZ
(Bernal et al., 2007; this work) and measured [-galactosidase activity when
phenylacetate was added to cells that had reached early stationary growth phase
(O.D.gsonm = 2). As seen in Figure 4, both promoters increased their expression by 3-fold

in the presence of this aromatic acid.
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Figure 4: B-galactosidase activity of the cfaB and cti promoters. Cells were cultured until they
reached a turbidity of 2 (ODggonm). Then, 20 mM phenylacetate(dotted grey bars) was added to
one flask while no treatment was done to the other flask (white bars). B-galactosidase activity
was measure 1h after stress addition.
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However, we found that in these conditions, in P. putida KT2440 there was a clear
increase in the amount of trans-UFAs levels without increase in the CFA content (Table
1). Since not all the cis-UFAs were converted to the trans-isomer (Table 1), we
suggested that in P. putida KT2440 the amount of cis-UFAs is not a limiting factor for
the CTI or CFA synthase. We then reasoned that what may limits the activity of the
enzymes was not the total amount of cis-UFAs, but the amount of accessible cis-double
bounds in the membranes which is in connection with the proposal that accessibility of
the CTI and CFA synthase to the substrate is the key step in the action of these enzymes
(Taylor and Cronan, 1979; Heipieper et al. 2001).

Table 1: Fatty acid content (as a percentage of the total fatty acids) at early stationary
growth phase (ODggonm =~ 2) before and 30 minutes after phenylacetic acid addition.

LB Phe
C14:0 0 0,14+0,2
C16:1,9 cis 42,2+0,4 285+2
C16:1,9 trans 0 12,35+ 3,8

C16:0 30,35+0,5 2910
Cl7:cyclo 2,4+ 0,5 2,1+0,57
C18:1,11cis | 182+14 | 218+14

C18:1,11trans 0 0
C18:0 82+19 55+0,21
C:19 0 0

To explore the possibility of competition for substrate between the two enzymes, the
wild-type strain, a P. putida KT2440 cti::Km mutant (Duque et al., 2007), and a P.
putida KT2440 cfaB:QKm mutant (Mufioz-Rojas et al., 2007) were used to study the

membrane lipid composition at mid-stationary growth phase in the presence or absence

of phenylacetate or toluene. The levels of CFAs in the membrane of the cti mutant were

not significantly different of those of the wild-type despite the absence of trans-UFAs.
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Also, the relative amounts of trans-UFAs in response to stress in the cfaB mutant was
similar than in the wild-type (Table 2), despite the higher availability of substrate (cis-
UFAs). These results indicated that although the cfaB and cti genes are expressed in the

stationary growth phase (Figure 2D) there is no competition for the common substrate

between both enzymes. Therefore, other factors should operate to control the CFA and

trans-UFA content in the membranes.

Table 2: Fatty acid content (as percentage of total fatty acids) in P. putida KT2440 (wild-type),

and the mutant derivatives P. putida KT2440 cti” and P. putida KT2440 cfaB before and after

1h of stress addition. Fatty acids were extracted from cultures in mid stationary growth phase

(ODggorm = 3).

Wild-type
LB Tol Phe
C14:0 02+0.2 | 02+0.2 0.2%0.2
C16:1,9cis | 28.1+26  26.6+20 224+4.0
C16:1,9 trans 0 54+02 44+038
C16:0 33.8+1.06/33.6+4.38/31.8+1.6
Cl7:cyclo | 148+54 13.6+20 15.0+5.6
C18:1,11cis | 179+0.1 | 175+5.0 |19.2+1.1
C18:1,11 trans 0 0 0
C18:0 41+19 35+01 5102
C19:0 0 0 0
cti’ cfaB’
LB Tol Phe LB LB Tol Phe
C14:0 02+02  02+02 02+0.2 C14:0 0.1+£02 0101 0
C16:1,9cis |[25.3+2.0/255+0.1/23.4+1.3| C16:19cis |40.1+36/31.4+£3.7| 33.6+3.3
C16:1,9 trans 0 0 0 C16:1,9 trans 0 6.2+10 47x04
C16:0 340+1.4/335+£09 33.2+1.0 \ C16:0 322+24/31.2+10 29.6+0.8
Cl7:cyclo 1122+42 103+2.2 12.7+35| C17:cyclo 0 0 0
C18:1,11cis |21.5+4.2/22.3+1.7/21.0£0.1 \ C18:1,11cis (21.0+2.4|24.2+0.5| 20.2 + 3.89
C18:1,11 trans 0 0 0 C18:1,11 trans 0 0 0
C18:0 75+46 | 6.7+£31 8116 C18:0 52+22|71+11| 6908
C19:0 0 0 0 C19:0 0 0 0
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DISCUSSION

Primer extension analysis revealed that the cfaB gene in P. putida KT2440 is expressed
from a single promoter, and that its expression does not occur in an RpoS deficient
background confirming the total dependence of cfaB expression on the alternative o-
factor, 6°°. Most of the knowledge about the CFA synthase gene expression came from
studies in E. coli, in which its expression is driven from two promoters, one o’’-
dependent and the other o®-dependent (Wang and Cronan, 1994). Furthermore, in
Pseudomonas, two enzymes, the CTI and the CFA synthase, use the same substrate (the
cis-unsaturated fatty acids) while in E. coli the CTI has not been found. Because of
these differences with the E. coli paradigm we became interested in the regulation and
formation of CFAs in Pseudomonas. The cfaB promoter of P. putida KT2440 has a
sequence very similar to the RpoS recognition consensus sequence of E. coli (Figure
3A,; Espinosa-Urgel et al., 1996; Lee and Gralla, 2001; Weber et al., 2005), with six out
of seven nucleotides being conserved. RpoS recognition sequences have been
thoughtfully investigated in E. coli and several studies indicated that the —-13C, —12T,
—11A and —7T nucleotides are essential for maximum expression of the RpoS-
dependent transcription (Hiratsu et al., 1995; Bordes et al., 2000; Lee and Gralla, 2001)
and that these four positions are highly conserved among genes whose expression is
RpoS-dependent (Weber et al., 2005). In the P. putida KT2440 cfaB promoter, changes
in —14C, —13T and —12A (that correspond to —13C, —12T and —11A in E. coli consensus
sequence) were also found to be essential for the cfaB promoter expression in agreement
with the results mentioned above. Mutation in —8T, critical in E. coli (-7T), did not lead
to a significant decrease in promoter activity in the P. putida KT2440 cfaB promoter.
This position was also pointed out as critical in the recognition of 6*? and 6 in the Pm
promoter that controls the expression of the meta operon in the pWWO toluene
degradation pathway (Dominguez-Cuevas et al., 2005) of P. putida mt-2. However,
these experiments were done in E. coli and the importance of this position in promoter
recognition by o-factors in Pseudomonas might be different to that in E. coli. Position —
10 in Pm was relevant for recognition by the o factor, and when we mutated the
equivalent position in the cfaB promoter (—11C), a reduction of the expression by 3.5-
fold was observed. Interestingly, nucleotide —9C in the cfaB promoter, was critical for

activity. This position is conserved in 70% of the RpoS-dependent promoters in E. coli
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(Weber et al., 2005) and it was not previously found to be essential for RpoS
recognition.

CFAs content in Pseudomonas membranes is tightly regulated in such way that they are
only produced during the stationary phase of bacterial growth and they never represent
more than 20-30% of the total fatty acids. In Pseudomonas, changes in membrane
fluidity caused by environmental factors such as temperature or presence of toxic
substances are counteracted by changes in the ratio of saturated to unsaturated fatty
acids, or in the ratio between cis- and trans-unsaturated fatty acids (Heipieper et al.,
1992; Pinkart et al., 1996; Ramos et al., 1997). Several reports suggested that the
amount of trans-UFAs could be influenced by the cyclopropane content of the
membrane (Hartig et al., 2005; Pini et al., 2009). However, we have shown here that the
amount of trans-UFAs after, for example toluene and phenylacetate stress, was similar
in the wild-type strain (5.4) and in the cfaB mutant (6.2) suggesting that the CTI has a
similar activity level in both strains. Similarly, the proportion of CFAs did not change in
the absence of CTI. Furthermore, when cells were submitted to different stresses at the
stationary growth phase (when the content of CFAs was high), the presence of trans-
UFAs was still observed. Thus, we suggest that CTI and CFA synthase do not directly
compete for the substrate and that other mechanisms should regulate the CFAs content
in the membrane. In E. coli, the level of CFA synthase is controled by proteolytic
cleavage (Chang et al., 2000).

The facts that in P. putida introduction of plasmid pCEC-3 (that expressed cfaB from a
plasmid promoter) did not advance synthesis of CFAs during exponential growth phase
(Pini et al., 2009; Pini et al. unpublished) and that gratuitous induction of the cfaB
expression by phenylacetate did not result in an immediate increase in CFA levels in
exponential phase, can be explained if the CFA enzyme in P. putida is being subjected
to proteolysis as in E. coli. To further explore this possibility in Pseudomonas KT2440,
we are currently introducing plasmid pCEC-3 into several protease deficient mutants
(Duque et al., 2007) to check if in any of these mutants we can detect the presence of

CFAs during exponential growth phase.
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MATERIALS AND METHODS
Strains and growth conditions
Pseudomonas putida KT2440 was grown on LB medium. Cultures were incubated at

30 °C and shaken on an orbital platform operating at 200 strokes per minute.

Fatty acid analysis

Cells were grown on LB until exponential (ODggo 0.8) or stationary phase (ODggo 3) of
growth and samples were harvested by centrifugation prior lipid extraction according
Bligh and Dyer (1959). When the stressor was supplied, cells were first grown until
they reached the exponential or stationary phase, then the compound was added and
cultures were incubated for 1h under the same growth conditions prior to lipid
extraction. Fatty acids were identified and determined by mass spectrometry after gas
chromatographic separation and the area of the peaks used to determine their relative

amounts.

Construcion of plasmids for B-galactosidase analysis

cfaB promoter ~ was  amplified using oligonucleotides EcoRIcfaB2
(5GGAATTCGCTGGCAGCTTCGT 3) and PstlcfaB2
(5" AACTGCAGAGCGGCAGATGCAA 37) that bears EcoRI and Pstl restriction sites
respectively to facilitate cloning. The P¢ss mutant promoters were generated by overlap
extension polymerase chain reaction mutagenesis as described previously (Gallegos et
al, 1996). The internal oligonucleotides used for mutagenesis exhibited one mismatch
with respect to the wild-type sequence (Suppl. Mat.); external primers were EcoRIcfaB2
and PstlcfaB2.The PCR fragments were cut with EcoRIl and Pstl and cloned into
pMP220 (Spaink et al., 1987), previously cut with the same enzymes, to construct
plasmid pMPcfaBKT2440.

This plasmid was electroporated into P. putida KT2440 and into P. putida C1R1, a P.
putida KT2440 RpoS mutant (Ramos-Gonzalez and Molin, 1998).

B-galactosidase assays

Cultures were grown overnight at 30°C on LB medium plus tetracycline and on the
following morning were diluted to an ODgg of 0.1. B-galactosidase activity was
measured along the growth curve; plasmid without promoter was used as negative

control. Phenylacetate (20 mM) was added when the cultures reached the early
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stationary phase (ODggo 2) and [B-galactosidase activity was measured 1h after stressor
addition.

gRT-PCR assays

Pseudomonas putida KT2440 was grown in LB medium and samples were taken at
different times of the growth curve. RNA isolation from the pellets was performed by
TRIzol reagent (Invitrogen). The RNA samples were treated with DNase | (1U/5ug
RNA) (Roche) at 37°C for 1h. Agarose gel electrophoresis and quantification at 260 and
280 nm were performed to asses the integrity and purity of the RNA. Five ug of the
RNA were used to synthesize cDNA using 200 U of Superscript 11? reverse transcriptase
(Invitrogen) in a mixture containing, 25 ng of random primers, 10 mM of dNTP Mix
(Roche) and 40 U of RNase OUT (Roche), following the manufacturer instructions.
Five ul of the RT reaction were used to perform real-time PCR using 12.5 pl of IQ™
SYBR® Green Supermix (Biorad) in a 25 ul reaction containing 600 nM of the
appropriate primer. Amplification and detection of specific products was performed
with the BioRad-1Q5 system with the following profile: 1 cycle at 95°C for 5 minutes
plus 40 amplification cycles (95°C for 10s, 57°C for 30s, 72°C for 30s). Amplification
was done in triplicate for each cDNA preparation. Controls without template or with the
sample before the reverse transcription were included for each reaction on the same
plate. The critical threshold cycle (Cy) is defined as the cycle at which the fluorescence
becomes detectable above background. All values were compared using the Ct method,
were the fluorescence of each gene (*4¢
16S (A Cr). Primers used for amplification were: 5"-CATCACCGATGCCAAGTACC-
3 and 5’-GTTGCGCTTGTCACGATAGG-3" for the cti, 5’-
CATCTGCCGCTGAGGCTGAA-3" and 5’- ACGAATGCGGTGCCTAGCTG-3" for
cfaB, 5>-CCTATGCGACCTGGTGGATT-3" and 5’>GCGCAGGTAGACGTTCAGTT-
3 for rpoS and 5’-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3 and 5’-
CGTATTACCGCGGCTGCTGG-3 for 16S RNA.

1) was normalized to the housekeeping gene
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Supplementary material: List of internal oligonucleotides used in the overlap extension PCR
mutagenesis of the cfaB promoter

Primer | Sequence (5™--3") Primer | Sequence (5"--3")

Cfa2.1 | AGATGAAATACTCTGATCCGG || Cfa2.1lr | CCGGATCAGAGTATTTCATCT
Cfa2.2 | AGATGAACGACTCTGATCCGG || Cfa2.2r | CCGGATCAGAGTCGTTCATCT
Cfa2.3 | AGATGAACTCCTCTGATCCGG || Cfa2.3r | CCGGATCAGAGGAGTTCATCT
Cfa2.4 | AGATGAACTAATCTGATCCGG || Cfa2.4r | CCGGATCAGATTAGTTCATCT
Cfaz2.5 | AGATGAACTACGCTGATCCGG || Cfa2.5R | CCGGATCAGCGTAGTTCATCT
Cfa2.6 | AGATGAACTACTATGATCCGG || Cfa2.6r | CCGGATCATAGTAGTTCATCT
Cfaz.7 | AGATGAACTACTCGGATCCGG || Cfa2.7r | CCGGATCCGAGTAGTTCATCT
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Capitulo 3

¢Es lafluidez de membrana el componente principal para la activacién de

la cis-trans isomerasa en Pseudomonas putida?

Cecilia-Vanesa Pini, Ana Segura y Juan-Luis Ramos

Resumen

Las membranas bacterianas constituyen la primera barrera fisica contra
distintos estreses ambientales. Muchos compuestos téxicos se disuelven en las
membranas celulares, alterando sus funciones, inhibiendo el crecimiento del
cultivo celular y causando dafios irreversibles tales como la muerte celular.
Para sobrellevar el estrés producido por estos compuestos en las membranas,
las bacterias emplean estrategias de corto y largo plazo que modifican la
fluidez de la membrana. La estrategias mas efectiva a corto plazo observada
en Pseudomonas putida es la de contrarrestar el aumento en la fluidez de la
membrana ocasionado por diferentes drogas mediante la isomerizacion de los
acidos grasos cis insaturados a trans. La estructura extendida de los acidos
grasos trans ayuda a contrarrestar el dafio producido por las drogas. En este
estudio presentamos resultados que apoyan que la cis-trans isomerasa, que se
sintetiza constitutivamente en P. putida KT2440 accede a su sustrato embebido
en la membrana tras un aumento en la fluidez de la membrana. Este
incremento en la fluidez puede estar mediado por una gran variedad de
sustancias quimicas tales como disolventes organicos, metales pesados o

detergentes.
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SUMMARY

Bacterial membranes constitute the first physical barrier against different environmental
stresses. Many toxic compounds dissolve the cell membranes, altering functions,
inhibiting cell growth and causing irreversible damage such as cell death. To overcome
the stress produced by these compounds on the membranes, bacteria use long- and
short-term strategies that modify membrane fluidity. One of the most powerful, short-
term responses observed in Pseudomonas putida to overcome the increase in membrane
fluidity caused by drugs is the cis to trans isomerisation of unsaturated fatty acids. The
long extended structure of trans fatty acids helps to counteract drug-induced damage. In
this study we present results that support that the constitutively synthesized cis-trans
isomerase of P. putida KT2440 accesses its substrate, embeded in the cell membranes,
upon an increase in cell membrane fluidity mediated by a wide variety of chemicals,

such as organic solvents, heavy metals or detergents.
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INTRODUCTION

Bacterial cells are surrounded by a cellular envelope that is made up of the cytoplasmic
membrane and the cell wall. The cytoplasmic membrane is a phospholipid bilayer that
provides an appropriate matrix for the functioning of membrane proteins involved in
many different cellular functions (Kadner, 1996). Microorganisms in the environment
are exposed to multiple stress agents that can alter their membrane fluidity and hamper
their survival. This feature was suggested to render cell membranes an ideal location for
primary stress sensing (Vigh et al., 1998). To overcome environmental damages,
microbes respond by modifying their membranes to maintain a constant degree of
fluidity. This mechanism is called “homeoviscous adaptation” (Grau and Mendoza,
1993; Sinensky, 1974; Ingram, 1986; Mansilla et al., 2004) and involves long and short-
term changes. The changes include the synthesis of phospholipid head groups and fatty
acid chains, or post-synthetic changes, such as cis-to-trans isomerization of unsaturated
fatty acids (Junker and Ramos, 1999).

Pseudomonas putida are saprophytic microbes that colonize multiple niches and which
exhibit a high versatility to adapt to changing environmental conditions and stresses
(Reva et al., 2006; Ramos et al., 2002; Ramos et al., 2010). The lipid composition of
Pseudomonas putida has been studied in detail (Bernal et al., 2007a; Mufioz-Rojas et
al., 2007; Ramos et al., 1997; Weber et al., 1994; Pinkart and White, 1997; Heipieper et
al., 1996; Keweloh and Heipieper., 1996). In these bacteria, the main membrane
phospholipids are phosphatidylethanolamine (PE), phosphatidylglycerol (PG) and
cardiolipin (CL). PE represents about 75% of total phospholipids, whereas the relative
amounts of PG and CL depend on the growth phase of the cultures, PG being the most
abundant in the exponential phase while CL accumulates during the stationary phase
(Bernal et al., 2007a; Boeris et al., 2007; Ramos et al., 1997; Pinkart and White, 1997).
Fatty acids attached to phospholipids can be saturated or unsaturated. Among the main
saturated fatty acids in the membranes of P. putida are myristic acid (tetradecanoic acid,
C14:0), palmitic acid (hexadecanoic acid, C16:0) and stearic acid (octadecanoic,
C18:0). The most abundant fatty acids among the unsaturated ones are palmitoleic acid
(cis-9-hexadecenoic, cis) and cis-vaccenic acid (cis-11-octadecenoic). The acyl chains
of saturated fatty acids create a network of hydrophobic interactions among them that

lead to a highly packed, rigid membrane. Because of the free rotation of the C-C bonds,

93



saturated acyl chains are maximally extended. Unsaturated fatty acids are synthesized as
cis isomers and possess a 30° non-movable bend in the acyl chain that disturbs the acyl
chain ordered package leading to a lower phase transition temperature of the membranes
and higher fluidity (Cronan and Gelman, 1975). Trans fatty acids are post-synthetically
made in a reaction catalyzed by a cis-to-trans isomerase (CTI) (Holtwich et al., 1997;
Junker and Ramos, 1999; Segura et al., 2010). Trans fatty acids adopt a long extended
structure similar to that of saturated fatty acids (Cronan and Gelman, 1975; Cevc, 1991;
Heipieper et al., 1995), and the membranes built on trans fatty acids have lower fluidity
than membranes with cis fatty acids (Weber et al., 1994; Okuyama et al., 1991; Cronan
and Gelman, 1975). Addition of phenol, chlorinated phenols, styrene, toluene and other
solvents to cultures of different P. putida strains resulted in an increase in trans fatty
acids with concomitant decrease in the corresponding cis unsaturated fatty acids (Junker
and Ramos 1999; Weber et al., 1994; Cruden et al., 1992; Heipieper et al., 1992). This
direct isomerization of the cis configuration of the double bond occurred without a shift
of the double bond position (Diefenbach and Keweloh, 1994). The CTI protein is
constitutively expressed in the cells (Bernal et al., 2007b; Junker and Ramos, 1999;
Heipieper et al., 1992) and allows bacteria to adapt rapidly to changes in the
environment through cell membrane stabilization, which in turn allows the cells to
remain in a physiologically-acceptable state in which they can induce other long-term
adaptive mechanisms (Keweloh et al., 1990; Okuyama et al., 1991; Keweloh et al.,
1991; Sikkema et al., 1995). The CTI enzyme contains a heme binding center (Holtwick
et al., 1999) located in the periplasmic space (Pedrotta and Witholt, 1999; Junker and
Ramos, 1999). Although the reaction mechanism of CTI is unknown, the heme (Fe**)
iron has been proposed to attack the double bond causing the removal of an electron
from the double bond to form a transient radical complex covalently bound to iron and
enabling the rotation from the cis to the trans configuration (Heipieper et al., 2004; von
Wallbrunn et al., 2003).

A question that remains unanswered is how the CTI enzyme becomes active in the
presence of an external stimulus. Results from different laboratories support that under
normal growth conditions the periplasmic CTI enzyme cannot reach its target that is

buried in the lipid bilayer (Heipieper et al, 2001). We show here that a variety of
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different chemicals that increase the membrane fluidity favour the access of CTI to its
substrate to facilitate double bond isomerization and a concomitant decrease in
membrane fluidity.

RESULTS

Effect of several chemical agents on the cis/trans ratio of unsaturated lipids in
Pseudomonas putida KT2440.

Our previous studies have shown that the cis-to-trans isomerase gene (cti) of
Pseudomonas putida KT2440 is expressed constitutively (Junker and Ramos, 1999);
however, the trans isomers were practically absent in cell membranes unless cells were
exposed to stress agents such as organic solvents (Junker and Ramos, 1999). Since
organic solvents intercalate the cellular membranes and disorganize them, the presence
of these compounds in the culture media could have an effect on the membrane
potential to induce the formation of free oxygen radicals (Park and Imlay, 2003;
Machlin and Bendich, 1987; Dominguez-Cuevas et al., 2006). Therefore, we raised
alternative non-exclusive hypotheses that the CTI is activated either through the
detection of oxidative agents that affect the redox state of the iron centre present in the
CTI enzyme, or through the alteration of the cell membrane potential, or even through
the enhancement of membrane fluidity because of the physical incorporation of solvents
to the cell membranes.

To provide clues to solve the above hypotheses, an initial series of assays were done in
which sublethal concentrations of various stress-inducing compounds were added to P.
putida cells growing exponentially in LB medium. These stressors included hydrogen
peroxide (0.024% [v/v]) and methyl viologen [100 uM], as compounds that induce the
formation of oxygen radicals; a number of uncouplers of the respiratory chain that alter
the cell membrane potential, such as thenoyltrifluoroacetone (TTFA) [1 mM], [2 mM]
and carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone (CCCP) [50 uM]); one detergent
(Triton X-100) [0.4% v/v]; an organic solvent such as toluene (0.075% [v/v]), and two
heavy metals, CdCl, and ZnCl,, (1 mM). For each of these compounds the
concentration was previously established so that it did not interfere with cell survival
(i.e., over 99.9% of the cells survived after 10 min), and the presence of these chemicals

did not affect the growth rate in the exponential phase more than 10%. After 30 minutes
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exposure to these chemicals cells were harvested and the profile of fatty acids
determined. In agreement with previous studies, we found that almost 60% of fatty
acids corresponded to saturated forms (Table 1) in control cells, and that the rest
accounted for unsaturated fatty acids. Only C16:1 cis and C18:1 cis were found among

the unsaturated ones in control cells not exposed to stress agents.

Table 1. Fatty acid composition of Pseudomonas putida KT2440 upon exposure to a

wide variety of toxic compounds.

LB H,0, cdcl, ZnCl, cccep TTFA Triton Toluene
C14:0 0,3 0,3 0,3 0,3 0,2 0,3 0,3 0,3
C16:1,9 cis 28,3 27,8 21,5 18,8 24,4 22 37,5 22,9
C16:1,9 trans 0 0 5,6 11,9 9,4 11,5 7.4 17,1
C16:0 354 36,4 36,8 38,8 355 36,8 28,1 328
C17:cyclo 1,7 11 2,2 2,6 1,6 1,4 0 0,17
C18:1,11 cis 19,8 20 19,6 15,5 12,9 16,3 18 8,6
C18:1,11trans 0 0 0 0 0 0 1,8 0,5
C18:0 14,5 13,5 13,4 12,6 15,59 11,5 19,1 14,6
C:19 0 0 0,1 0,1 0 0 0 0

The pattern of fatty acids in cells exposed to H,O, (Table 1) or methyl viologen (not
shown) was similar to that of the control, and no trans isomers were found (Table 1).
This set of results suggests that active oxygen forms are not the signals that trigger cis
to trans isomerisation of unsaturated fatty acids in the membrane of Pseudomonas. To
provide further grounds to the above set of results we used of a mutant deficient in
aphC, the main peroxidase in Pseudomonas that efficiently removes H,O, and organic
peroxides (Kim et al., 2006; Duque et al., 2007). A culture of the mutant strain was
supplemented with 0.024% (v/v) H,O, and changes in the membrane fatty acid
composition were determined. We found that the fatty acid profile of the mutant did not
change in response to H,O, (Suppl. Table 1), which suggests that deficiency in the

removal of this chemical did not interfere with fatty acid isomerisation and therefore
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supports the idea of the lack of effect of oxidative stress on isomerisation of cis
unsaturated fatty acids. Pseudomonas putida cells exposed to CdCl,, ZnCl, , CCCP,
TTFA, 4-CP, Triton X-100 and toluene made trans isomers (Table 1). However, the
levels of the trans isomers varied according to the compound added, variations for
C16:1 trans ranged from undetectable levels, in the absence of stressors, to 5.5 to 17 %
of total lipids (see Table 1). With Toluene, Triton X-100 we observed that low levels of
the C18:1 trans isomer were eventually be produced (Table 1).

Since we observed cis to trans isomerisation of fatty acids in P. putida in the presence
of uncouplers of respiratory chain, but not in the presence of H,O, or methyl viologen,
we reaffirmed the idea that active oxygen forms do not activate CTI; but the question on
whether the change was due to an alteration of the cell membrane potential or to an
increase in membrane fluidity remained opened. To distinguish between these two
possibilities; we determined on the one hand, the membrane potential (Ay), that as part
of the proton motive force (PMF) can be used as indicator of the energetic state of
living cells after stress (Muller et al., 2000), and on the other hand, we measured
membrane fluidity in cells exposed to different stressors. We measured Ay in
spheroplasts of P. putida KT2440, prepared from cells grown on LB using the
fluorochrome DiSCs(5).
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FIGURE 1. Cells were grown in LB medium, harvested in the exponential phase of growth
(ODggo ~ 0.7) and converted to spheroplasts, as described in Materials and Methods. Generation
of the proton motive force by spheroplasts was followed by monitoring the fluorescence
guenching of DiSCy(5), as described in Materials and Methods.
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We found that addition of toluene at the same concentration that provokes trans fatty
acid formation did not significantly affect the membrane potential (See Fig. 1).
However, a lower extent of TFFA and CCCP provoked a strong depolarization of the
membrane (Fig. 1). CdCl, (Fig. 1) and to a minor extent ZnCl, caused a weak
membrane hyperpolarization (not shown). This suggested that alteration of membrane
potential is not a discriminatory signal in the activation of CTI.

Subsequently we determined the physical state of the membrane using fluorescence
polarization and the 1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene (DPH) probe to examine membrane
fluidity in the presence of the above set of stressors (Trevors, 2003, Bernal et al., 2007
b). Fluorescent polarization values were higher in control cells than in cells exposed to
TFFA, ZnCl,, CdCl;, toluene and Triton X-100 (Figure 2). This set of results points to

the fact that membrane fluidity is relevant for CTI activation.
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FIGURE 2. Fluorescence polarization measurements in the wild-type KT2440 strain on LB and
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in the presence of several stressors.

In the extrusion of heavy metals and organic solvents there are a number of RND
extrusion pumps involved (Godoy et al., 2010) that have been shown to act
synergistically to remove drugs from the cell membranes. We tested whether deficiency

in a single efflux pump removing heavy metals (i.e., CzcABC) or solvents (TtgABC)
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could lead to an altered fatty acid profile in response to stressors. To this end we
determined the fatty acid profile of a mutant deficient in PP0043 (czcB) and
PP1385(ttgB) growing in the presence of toluene or Cl,. We found that the mutants had
indeed a similar fatty acid profile as the parental strains that made trans isomers in
response to stressors (Suppl. Table 2). As with the wild-type strain we found that indeed
the membranes of the CzcABC and TtgABC mutants exhibited increased fluidity in
response to ZnCl,, and toluene (Suppl. Fig. 2), which further supported that membrane

fluidity is a key factor that influences cis-to-trans isomerization, in P. putida.

DISCUSSION

Bacteria in the environment encounter a wide range of conditions and their survival
depends largely on their ability to adapt to new conditions. As the selective barrier
between living cells and their environment, the plasma membrane plays a key role in
cell viability. The barrier function of the cytoplasmic membrane is known to depend
critically on the physical state of lipid bilayers making it susceptible to environmental
changes (Cronan et al., 1987). It is also known that membrane fluidity influences the
conformation of the active site of some membrane-associated enzymes with the result
that such enzymes display higher activity when membrane lipids are comparatively
more fluid (Cronan et al., 1987).

The set of results presented above support that cis- to trans-isomerization in response to
toxic chemicals is mediated in P. putida by CTI upon an increase in membrane fluidity.
Results obtained by Heipieper et al. (2001) about the regiospecific isomerisation of
linoleic acid (C18:2A9-cis, Al12-cis) in Pseudomonas putida S12 membranes when
treated with 1-octanol also support this hypothesis. Linoleic acid is a di-unsaturated
fatty acid that is not naturally synthesized in P. putida, but which can be incorporated in
membrane lipids up to 15% of total fatty acids if supplied exogenously. Treatment with
0.04% (v/v) 1-octanol induced the formation of the A9-trans, A12-cis isomer but neither
the A9-cis, A12-trans isomer nor the A9-trans,A12-trans isomer were detected. These
results were interpreted as that the CTI enzyme could not reach the A12 position of the
acyl-chain that is buried more deeply into the bilayer, the A9 position being accessible

only after membrane fluidification.
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It should also be noted however, that CTI activity may not only depend on an increase
in substrate accessibility after membrane fluidification, but that its activity could be
enhanced upon binding to the surface of phospholipid membranes, as described for
lipases, phospholipases and other enzymes, a process called interfacial activation (Gelb
et al., 1995). This has been well documented with mammalian phospholipase A, (PLA,)
that belong to a large family of lipolytic enzymes that catalyze the hydrolysis of the
fatty acid ester at sn-2 position of the phospholipids. The phospholipase A; action does
not only depend on the entry of the enzyme into the membrane (Lichtenbergova et al.,
1998), but also on its interfacial activation mediated by the physical properties of the
membrane, including membrane fluidity, curvature, spacing and surface charge
(Hendrickson et al., 1981; Tatulian, 2001).

At present, the molecular details of CTI activation in P. putida are still not fully
understood, but the set of results presented here add an element to this process in the
sense that the first signal that triggers the cis- to trans isomerization in response to toxic
chemicals is the increase in membrane fluidity, whether interfacial activation is also

relevant awaits further studies in vitro.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains and growth conditions. Pseudomonas putida KT2440 and its mutant
derivatives were routinely grown on LB or M9 minimal medium supplemented with
0.2% (wt/vol) of glucose (Abril et al., 1989). Cultures were incubated at 30 °C and
shaken on an orbital platform operating at 200 strokes per minute. The set of isogenic
KT2440 mutants used in this study were obtained from the Pseudomonas Reference
Culture Collection (Duque et al., 2007).

Fatty acid analysis. Cells were grown on LB until exponential phase (ODggo 0.8) of
growth was reached, then the different stressors were added and after 30 min cells were
harvested by centrifugation. Phospholipids were extracted as described by Bligh and
Dyer (1959) and esterified as described before (Bannon et al., 1982). After gas

chromatographic separation, the fatty acids were identified by mass spectrometry.
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Cell membrane labelling and fluorescence anisotropy measurements. Membrane
fluidity was determined by measuring fluorescence polarization of the probe DPH
inserted into the lipid bilayer of the cytoplasmic membranes. Bacterial cells were grown
on LB media and when the cultures reached the exponential growth phase (turbidity of
0.7 at 660 nm) they were harvested by centrifugation at 10000 g for 1 min, washed in
sterile 15 mM Tris-HCI buffer (pH 7.0) and suspended in the same buffer to a turbidity
at 660 nm of 0.2. One microlitre of the fluorescent membrane probe (12 mM stock
solution in tetrahydrofuran) was added to 3 ml of the suspended culture in a quartz
cuvette to obtain a final concentration of 4 uM, and incubated with magnetic stirring at
200 rpm for 10 min in the dark at 30 °C to allow incorporation of the probe into the
cytoplasmic membrane (Trevors, 2003). Stressors were added at the indicated
concentration ini the legend for the Figures and in the footnotes for the Tables.
Fluorescence polarization was measured using a spectrofluorimeter (Photon Technology
International) equipped with a thermostated stabilized cell cuvette holder and a cuvette
stirrer. The excitation and emission wavelegths for the DPH probe were 358 and 428
nm, respectively. The slit width for the excitation and emission beams was 12 and 10
nm respectively. The intensities parallel (l,v) and perpendicular lyy to the vertically
polarized excitation beam were recorded and the degree of polarization (P) calculated
from the intensity measurements with the equation. P=(l,y - lnG)/\v +lvu), where G
was the correlation factor for instrument polarization expressed as the ratio of vertical to
horizontal measurements when the excitation light was polarized in the horizontal
direction; the higher the value of polarization, the lower the membrane fluidity (Kim et
al., 2001; England et al., 2003). Values were analysed using the FELIX (PTI) software

program.

Determination of Awy.

Cells were converted to spheroplasts by treatment with lysozyme and
ethylenediaminetetracetic acid (EDTA). The cells were grown to an ODggonm 0f 0.7 in
M9 minimal medium supplemented with glucose. Fifty ml of the cultures were

centrifuged (10000 g for 5 min, at 4 °C), and harvested cells were resuspended in 6.3 ml
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of 0.75 M sucrose and 10 mM Tris-HCI (pH 7.8), and then treated with 0.1 mg per ml
of lysozyme for 5 min on ice. Then 13.5 ml of 1.5 mM EDTA (pH 7.5) solution was
added. The cell suspension was incubated for 15 min. at 30 °C and observed under a
phase contrast microscope. More than 95% of the cells appeared as spheroplasts.

The generation of the proton motive force was monitored using the cationic dye 3,3’-
diethylthiadicarbocyanine iodide [DiSC(2)s] , which translocates into the lipid bilayer of
hyperpolarized membranes, resulting in quenching of its fluorescence (Sims et al.,
1974). The reaction mixture (total volume 1ml) contained buffer A [125mM HEPES,
0.9% (w/v) NaCl, 1 mM KCI, 1 mM MgCl, and 0.4% (w/vol) glucose], spheroplasts
(about 10° per ml) and 0.08 pM DiSC(2)s. The fluorescence emission of DiSC2(3) was
measured at 570 nm with excitation at 555 nm using a spectrofluorimeter (Photon
Technology International). Once the fluorescent emission reached the steady-state,
stressors (toluene (0.075%), ZnCl, (1 mM), CdCl, (1 mM) , CCCP (50 uM) or TTFA (1
mM), were added to the reaction mixture The membrane potential was determined as
the difference between the fluorescence measurements before and 1 minute after the

addition of the stressor.
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Suppl. Table 1. Fatty acid profile of the wildtype KT2440 strain and its isogenic aphC

mutant.
KT2440
KT?2440 KT2440
KT2440 AaphC
H,0, AaphC
H202

C14:.0 0,4 0.3 0,4 0
C16:1,9 cis 29 33 28 33
C16:1,9 trans 0 0 0 0
C16:0 33 32 34 32
C17:cyclo 2,5 2 1,6 0
C18:1,11 cis 18 17 20 19
C18:1,11trans 0 0 0 0
C18:.0 7,5 6 6 5
C:19 0 0 0 0

Suppl. Table 2. Fatty acid profile of the wild type and mutants with a knock-out at
PP0043 (CzcB) or PP1395 (TtgB)

KT2440 A PP_0043 A PP_1385
C14:0 +ZnCly +Toluene - +ZnCl, +Toluene - +ZnCl, +Toluene
C16:1,9 cis 0,5 0,5 0 0 0 0 0 0
C16:1,9 trans 19 93 30 15 24 26 16,6 19
C16:0 12 17 0 14 6,2 0 11,6 11,5
C17:cyclo 38 33 31 29 30 31 27,6 29,2
C18:1,11 cis 3 0,1 1,2 2 2 2 2 2
C18:1,11trans 13 15 28 25 29 27 28,5 28,6
C18:0 0 25 0 3,7 0 0 0 6,5
C:19 15 9 10,3 9,4 72 9,5 8,2 7,3
12 42 0 17,7 6,2 0 11,6 18
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La vida en la Tierra contiene una gran diversidad biolégica. Gran parte
de los seres vivos del planeta son microorganismos que, hasta la fecha, se han
encontrado en todos los nichos ecolégicos que han sido explorados. En estos
nichos, los microorganismos se encuentran a menudo expuestos no sélo a
duras condiciones de temperatura, acidez, ¢ salinidad tipicas de ecosistemas
extremos, sino también a una gran diversidad de condiciones cambiantes en
ecosistemas mas moderados. Por ejemplo, una poblacion bacteriana del suelo
puede estar sometida a grandes diferencias de temperatura entre la noche y el
dia o en la disponibilidad de agua a lo largo del tiempo. La supervivencia bajo
estas condiciones tan variables requiere una gran adaptabilidad. Dado que la
envoltura celular es la frontera que mantiene independizado el interior del
microorganismo del medio externo, es obvio que esta envoltura debe tener
funciones importantes en resistencia a estrés, recepcion de sefales, entrada de
nutrientes y en todas aquellas funciones relacionadas con la “comunicacién”
con el exterior. En este sentido es bien conocida la funcion de muchas
proteinas de gran importancia en el ciclo vital de la bacteria que se localizan en
la membrana, como por ejemplo las responsables del transporte de nutrientes,
los complejos necesarios para la generacion y conservacion de energia, la
translocacion de proteinas 0 los sistemas de sefalizacion de membrana. Cada
vez mas se pone de manifiesto que la union de los lipidos a estas proteinas es
imprescindible para el correcto funcionamiento de éstas (Fyfe and Jones, 2005;
Pfeiffer et al., 2003, Hamilton, 2004, Kolbe et al, 2000). En la ultima década
estan recibiendo una atencion mayor los lipidos que conforman la membrana y
gue son responsables de gran parte de la arquitectura de la misma. La
membrana ya no es contemplada como un mero “soporte” de proteinas, sino
gue los lipidos son actualmente considerados como componentes esenciales
para el funcionamiento correcto de las actividades que tienen lugar en la
membrana. Ademas se ha descrito que la membrana es un mosaico
compuesto por multitud de dominios lipidicos especificamente situados y con
funciones determinadas (Matsumoto et al., 2006; Lopez & Kolter, 2010). Por
tanto, mantener una estructura de membrana lo mas proxima a la éptima es de
vital importancia para todos los organismos vivos. Asi, se ha visto por ejemplo
gue tras hemodialisis los pacientes presentan un aumento de colesterol en sus

glébulos rojos lo que provoca una modificacion de las propiedades de
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deformacion y resistencia hemolitica (Clerc et al., 1990). Hay que recordar que
en condiciones fisiologicas el colesterol es el componente lipidico principal que
mantiene la rigidez de las membranas de células eucariotas. En bacterias, que
no presentan colesterol, la modificacion de los acidos grasos y fosfolipidos
cumple esta funcién de homeostasis. EI mantenimiento de las propiedades de
las membranas bacterianas es un proceso dinamico ya que, como hemos
dicho, las condiciones ambientales en las que debe sobrevivir una bacteria
pueden ser muy variables y es bien conocido que numerosos factores tales
como, la temperatura, presencia de sustancias tdxicas quimicas o sequia,
alteran considerablemente las propiedades de la membrana. Estas
modificaciones afectan a la estabilidad de la bicapa lipidica y a su fluidez, asi
como también a las proteinas embebidas en ella. Para contrarrestar las
perturbaciones que pueden causar las condiciones ambientales en las
membranas biologicas, los lipidos pueden sufrir cambios en sus cadenas
acilicas 6 grupos de cabeza alterando el empaquetamiento dentro de la bicapa,
modificando asi la fluidez de la misma. Estos cambios reciben el nombre de
adaptacion homeoviscosa, un término acufiado por primera vez por Sinensky
en 1974.

Los mecanismos mediante los cuales se produce esta adaptacion
homeoviscosa son variados y han sido expuestos en la introduccién de este
resumen de tesis doctoral. En el grupo de Degradacion de Toxicos Organicos
de la Estacion Experimental del Zaidin se habia comenzado con el estudio en
Pseudomonas putida de tres procesos importantes en la adaptacion a distintos
estreses como son el papel de la cardiolipina sintasa en respuesta a
disolventes organicos (Bernal et al., 2007a), la modificacion de acidos grasos
cis-insaturados en respuesta a estrés por disolventes organicos y temperatura
(Junker and Ramos, 1999; Bernal et al., 2007b) y el papel de los &cidos grasos
ciclopropano (CFAs) en desecacién (Mufioz-Rojas et al., 2006). En este trabajo
de tesis doctoral nos parecio interesante profundizar en el estudio de las
modificaciones post-sintéticas que se producian en los acidos grasos de las
membranas de P. putida. Estas dos modificaciones son concretamente la
conversion de los acidos grasos cis-insaturados a la conformacién trans que se

produce en respuesta a distintos estreses (por ejemplo, presencia de
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disolventes organicos) y la formacion de CFAs también a partir del mismo
sustrato. Aunque el papel fisiologico y estructural de los CFAs habia sido
estudiado en profundidad en Escherichia coli, las Unicas funciones claramente
demostradas hasta el momento del inicio de esta tesis doctoral eran la de su
contribucion a la tolerancia frente a estrés &acido en E. coli (Chang and Cronan,
1999) y a liofilizacion en P. putida KT2440 (Mufioz-Rojas et al., 2006). Se tenia
la idea general de que los CFAs al acumularse en la fase estacionaria de
crecimiento contribuian a fortalecer las membranas cuando las células
entraban en esta etapa, caracterizada por una disminucion de nutrientes y por
la presencia de compuestos toxicos y de desecho. Los estudios realizados con
la cepa tolerante a disolventes organicos P. putida DOT-T1E durante esta tesis
doctoral, demostraron que al contrario de lo que ocurria en E. coli, los CFAs no
participaban en la tolerancia frente a estrés acido pero si en respuesta a
disolventes orgéanicos. Al igual que ocurre con otras modificaciones de lipidos
de membrana en respuesta a disolventes organicos, la supervivencia celular
tras el choque con el compuesto toxico no depende exclusivamente de este
mecanismo. Por lo tanto la presencia de CFAs en la membrana se puede
considerar un mecanismo auxiliar que contribuye pero no es determinante en la
tolerancia a disolventes organicos. El hecho de que los CFAs en Pseudomonas
no participen en respuesta a acidez pero si a disolventes organicos se puede
interpretar como un reflejo de los distintos estilos de vida de estos géneros
bacterianos; mientras E. coli es una bacteria comun en el tracto intestinal de
mamiferos, en donde puede estar sometida a distintos valores de pH bajos
dependiendo de la zona en la que se encuentre, P. putida DOT-T1E es una
bacteria medioambiental que tiene que enfrentarse a menudo a la presencia de
contaminantes, la mayoria de ellos liberados al medioambiente por las

actividades industriales del hombre.

Aunque los CFAs se postulan como un mecanismo protector frente al
estrés celular que le supone a un cultivo entrar en fase estacionaria, el mutante
en el gen cfaB, que codifica la ciclopropano sintasa, es perfectamente viable (al
igual que mutantes de E. coli que no sintetizan CFAs) y por tanto el papel
fisiol6gico que cumplen estos acidos grasos en condiciones normales sigue

siendo desconocido. Conviene tener en cuenta que las distintas fases del
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crecimiento bacteriano (fase de latencia, exponencial y estacionaria) descritas
en el laboratorio probablemente no reflejen el comportamiento bacteriano en el
medio ambiente y condiciones como la escasez de nutrientes, tipicas de la fase
estacionaria de crecimiento, pueden ser las circunstancias mas corrientes en

los ecosistemas bacterianos naturales (Matilla et al., 2007).

Experimentos mostrados a lo largo de este trabajo, ponen de manifiesto
qgue el promotor del gen cfaB esta controlado por el factor sigma, RpoS. Este
factor es tipico de fase estacionaria y muchos de los genes que controla estan
precisamente relacionados con la respuesta a distintos tipos de estrés
(Hengge-Aronis, 1996). Al observar que los CFAs estaban implicados en la
tolerancia a disolventes organicos, se pensO0 que la presencia de estos
compuestos en el medio de cultivo podria inducir la expresion del gen cfaB y
por tanto aumentar los niveles de CFAs en la membrana. Sin embargo, bajo las
distintas condiciones ensayadas durante, la presencia de CFAs dependio
unicamente del estado fisiolégico del cultivo y no de factores externos como
pueda ser la presencia de tolueno en el medio (ver Cap. 2). Esto nos reafirma
en la idea de que la presencia de CFAs es un mecanismo pasivo de proteccion
frente a disolventes organicos; si este estrés ocurre mientras las células estan
en fase estacionaria (o fisiolégicamente equivalente) los CFAs le confieren un
grado mayor de tolerancia, pero no es un mecanismo que se active
especificamente en respuesta a disolventes organicos.. Curiosamente, si que
se observd un aumento de la transcripcion de cfaB en respuesta a
concentraciones relativamente altas de fenilacético pero este aumento de
expresion génica no conducia a un aumento de la proporcion de CFAs en la
membrana. Este resultado era bastante sorprendente, ya que en bacterias
suele regir el principio de maxima economia; la transcripcion génica conlleva un
gasto de energia y en caso de que ésta no se traduzca en un beneficio para la
bacteria, se supone innecesaria. Este hecho nos llevd a contemplar la
posibilidad de que esta induccion gratuita fuese consecuencia de una
competencia entre la enzima cis-trans isomerasa (CTI) y la CFA sintasa por el
sustrato de la reaccion (en ambos casos el doble enlace cis de los acidos
grasos insaturados). La cis-trans isomerasa es la enzima que modifica la

configuracion del doble enlace de los &cidos grasos insaturados, que se
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sintetizan en bacterias en conformacion cis, y que estd implicada en la
regulacion de la fluidez de la membrana (refs). Esta modificacion
conformacional del &cido graso sirve para contrarrestar los efectos de algunos
estreses ambientales (como por ejemplo presencia de disolventes organicos 6
aumento de temperatura). Los mutantes de P. putida KT2440 en los genes
cfaB (que no sintetizan CFAS) y cti (Qque no forman acidos grasos trans) nos
permitieron estudiar la posible competencia entre ambas enzimas. Asi
comprobamos que en presencia de estrés en fase estacionaria, el mutante cti
no presentaba una mayor cantidad de CFA en su membrana. Asimismo,
cuando se analiz6 bajo las mismas condiciones el contenido lipidico del
mutante en el gen cfaB se vi6 que los acidos grasos trans se formaron en
cantidades similares a las de la cepa silvestre, indicando que los dobles
enlaces cis no eran un factor limitante para la produccién de acidos grasos
trans en fase estacionaria y por tanto que no existia competencia por ambas
enzimas. Experimentos llevados a cabo en el laboratorio mostraron que el gen
rpoS era inducido por fenilacético y por tanto que la induccién de cfaB por este
acido es posiblemente una consecuencia del aumento de los niveles de este

factor sigma sin mayor consecuencia fisiolégica.

Tanto la CFA sintasa como la CTI son enzimas muy interesantes desde
el punto de vista bioquimico. La CFA sintasa es una enzima de localizacion
citoplasmica (Taylor y Cronan, 1979) y la CTI ha sido aislada del periplasma
bacteriano (Pedrotta et al., 1999) y sin embargo, el sustrato de ambas, el doble
enlace de los acidos grasos insaturados cis estda embebido en la membrana
bacteriana. En ambos casos, el acceso de una enzima localizada en un
ambiente hidrofilico a un sustrato hidrofébico plantea un reto interesante a la
hora de estudiar su mecanismo de accién y su regulacion. Aunque para ambas
enzimas se habia propuesto como un posible mecanismo de accion y
activacion un aumento en la permeabilidad de membrana que hiciese mas
accesible el sustrato a la enzima, no parece que ambas sean activadas por las
mismas rutas. Por un lado, la CFA sintasa no varia su nivel de actividad en
vesiculas en las que los lipidos tienen un mayor 6 menor desorden (Taylor &
Cronan, 1979) y por otro en esta tesis doctoral se ha visto que cuando las

células son sometidas a un estrés que fluidifica la membrana la cantidad de
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CFAs en las membranas no se ve alterada. Ademas, los CFAs se forman
durante la fase estacionaria, y resultados obtenidos con anterioridad en nuestro
laboratorio (Mufioz-Rojas et al., 2006) pusieron en evidencia que la fluidez de
las membranas no varia entre la fase exponencial y estacionaria. Todos estos
datos parecen descartar que la activacién de la CFA sintasa sea dependiente
de la fluidez de membrana. Ademas, la actividad de esta enzima se
circunscribe al momento en que se induce la expresion génica (durante la fase
estacionaria) mientras que el gen cti tiene una expresion constitutiva a lo largo
de todo el ciclo celular. Pese a tener esta expresion constitutiva, los acidos
grasos de configuracion trans solo se forman cuando las bacterias se enfrentan
en determinadas situaciones en las que la fluidez de la membrana aumenta. Es
por tanto evidente que los mecanismos por los cuales estas dos enzimas se
activan tienen que ser diferentes, aunque ambas sean proteinas localizadas en
ambientes hidrofilicos que tienen que alcanzar un mismo sustrato embebido en
el interior de la bicapa lipidica y por tanto en un ambiente hidrofébico. En el
caso de la CFA sintasa nuestros resultados, juntamente con los del grupo de
Cronan (Chang & Cronan, 2000) manifiestan que la accidon enzimatica es
probablemente resultado de una compleja regulacion a nivel a nivel
transcripcional y post traduccional (Chang et al., 2000; capitulos 1 y 2 de esta
tesis doctoral), mientras que en el caso de la CTI nuestros resultados son
compatibles con una activaciéon enzimatica dependiendo del grado de fluidez
gue alcanza la membrana (ver capitulo 3). Es por tanto mas que llamativo que
dos enzimas que emplean el mismo sustrato presenten mecanismos de accion
tan diferentes: mientras que la formacion de CFAs no parece depender de la
organizacion de la membrana (la CFA sintasa se sintetiza y alcanza el sustrato
embebido en un ambiente hidréfobico) la CTI no alcanza este sustrato hasta
gue las condiciones de fluidez de la membrana lo permiten. Por ultimo,
gueremos destacar que ni el gen cti ni el cfaB se inducen en presencia de
tolueno, aunque las proteinas que codifican si estan implicadas en la tolerancia
a disolventes organicos por lo que una induccién génica directa por el estrés

gueda descartada para ambas proteinas.

En conjunto los resultados obtenidos en esta tesis doctoral han aportado

un mayor conocimiento sobre las modificaciones post-sintéticas que se
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producen en los &acidos grasos de los fosfolipidos de las membranas
bacterianas y su participacion en respuesta a estrés. El estudio de las
modificaciones de la membrana para la adaptacién a distintas situaciones
ambientales tiene gran importancia no sélo desde el punto de vista fisiolégico,
en donde a medida que avanzan los estudios se pone de manifiesto la
complejidad de regulacion de los lipidos de la membrana, sino también desde
el punto de vista biotecnoldgico y medioambiental. Bajo condiciones naturales,
la degradacion de contaminantes es controlada usualmente por una variedad
de parametros fisicos y quimicos y por tanto, aquellos microorganismos que
mejor se adapten a las condiciones ambientales desfavorables (6 simplemente
cambiantes) seran los que sobrevivan dentro de la comunidad bacteriana y los
gue llevaran a cabo la biorremediacion. La utilizacion de microorganismos para
la sintesis de productos de alto valor afladido también requiere una Optima
adaptacion bacteriana a las distintas condiciones del reactor, por ejemplo su
adaptacion a concentraciones crecientes de un compuesto final que pueda ser
nocivo para la célula. La mayor comprension de estos procesos de adaptacion,
incluyendo las modificaciones en los acidos grasos de las membranas

bacterianas ayudara a entender y mejorar estos procesos.
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Concluscones
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Los &cidos grasos ciclopropanos no son componentes esenciales de las
membranas de P. putida DOT-T1E en condiciones de laboratorio.

El producto del gen cfaB es la enzima involucrada en esta cepa en la

sintesis de acidos grasos ciclopropanos.

Los &cidos grasos ciclopropanos estan involucrados en la tolerancia a
disolventes organicos en P. putida DOT T1E.

La expresion del promotor del gen cfaB es dependiente del factor sigma
RpoS y ocurre en la fase estacionaria del cultivo microbiano.

Las bases -14, -13, -12 y -9 con respecto al punto de iniciacion de la
transcripcion son fundamentales para la funcion del promotor cfaB en P.
putida KT2440

Las enzimas cis-trans isomerasa y ciclopropano sintasa no compiten
directamente por los dobles enlaces cis de los acidos grasos insaturados

presentes en los fosfolipidos de membrana.

Una apertura de la membrana provocada por agentes que provocan un
incremento en la fluidez de la membrana permiten que la enzima CTI

acceda a su sustrato enterrado en la parte hidrofébica de la membrana.
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