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RESUMO

A esporulacdo em Bacillus subtilis é controlada por uma cascata de factores sigma
da polimerase do RNA. ¢" e 6* controlam os estagios precoces do desenvolvimento no pré-
esporo e na célula mée, respectivamente. Numa fase intermédia da diferenciacéo, quando a
célula mée acaba por envolver o pré-esporo, o' é substituido por ¢® e ot é substituido por
o, Varios mecanismos asseguram que a actividade dos diferentes factores sigma seja
confinada a uma janela temporal precisa na célula adequada. Neste estudo, investigamos a
funcao de um factor anti-o®, designado por CsfB. Mostramos que para além da sua fungéo

de inibicdo da actividade do factor °

em células pré-divisionais, CsfB é também
necessario na célula mée num estagio tardio do desenvolvimento. Mostramos que a
expressdo de csfB é activada na célula mae a partir de um promotor dependente de o*.
Contudo, demonstramos que CsfB interage directamente com - e ndo com o, e que CsfB
é suficiente para inibir a actividade transcricional dependente de o= em células vegetativas
de B. subtilis. Propomos que CsfB contribui para reduzir o periodo dependente de o, na
linha de expressdo genética da célula mae, desse modo reduzindo a sobreposicao entre 0s
reguldes o= e o e aumentado a fidelidade do processo de desenvolvimento. Uma segunda
proteina, YabK, partilha semelhanca estrutural com CsfB. YabK é produzida no pré-esporo
sob o comando de o', e é necessaria para a esporulacdo. YabK contribui para a transicéo
o' /6% no programa genético do pré-esporo, porque uma mutacdo que torna o' sensivel a
CsfB ultrapassa parcialmente a fungéo de YabK na esporulagdo. No entanto, YabK e CsfB

funcionam por mecanismos diferentes, uma vez que YabK ndo liga directamente a '
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ABSTRACT

Gene expression during spore development in Bacillus subtilis is governed by a

F E

cascade of RNA polymerase sigma factors. ¢ and o~ control the early stages of
development in the forespore and in the mother cell, respectively. At an intermediate stage
in the differentiation process, when the larger mother cell finishes engulfment of the
smaller forespore, ¢ is replaced by ¢® and o is replaced by . Several mechanisms
ensure the proper timing of activation of the cell type-specific sigma factors. Here, we have
investigated the funtion of an anti-sigma c° factor, called CsfB. We show here that in
addition to its role in inhibiting o® in pre-divisional cells, CsfB is also required in the
mother cell at a late stage in development. We show that the expression of csfB is activated
in the mother cell from a o-specific promoter. However, we demonstrate that CsfB binds
directly to " but not to 6™ in a yeast two-hybrid assay, and that CsfB is sufficient to inhibit
c"-dependent transcriptional activity in vegetative cells of B. subtilis. We posit that CsfB
contributes to shutting off the early, o=-controlled period in the mother cell line of gene
expression, thus reducing the overlap between deployment of the ™ and o™ regulons and
increasing the fidelity of the developmental process. A second protein, YabK, shares
structural similarity with CsfB. YabK is produced in the forespore under " control, and is
required for efficient sporulation. YabK contributes to the transition from the ¢"- to the ¢®-
dependent period of gene expression, because a mutation that renders " sensitive to CsfB
partially bypasses the need for YabK. Yet, YabK and CsfB must function in the control of

sigma factor activity by different mechanisms because YabK does not bind directly to o'
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

A utilizacdo da informacdo genética, de um modo ajustado as condicdes particulares
em que uma ceélula se encontra, € um processo central da vida. A informacdo genética esta
‘escrita em cd6digo’ numa sequéncia de acido DesoxirriboNucleico (DNA), sendo que a
producdo dos componentes codificados, tais como proteinas e &cidos RiboNucleicos
(RNAS), envolvem varios processos. Um desses processos é a transcricdo do DNA. Este
processo passa pela polimerizacdo de RNA a partir de DNA levada a cabo por um

complexo enzimético denominado de polimerase do RNA, RNAP.

1.1. Polimerase do Acido Ribonucleico

RNAP é uma enzima com vérias subunidades. As subunidades B, B’ e o (esta
ultima em duas cépias) compdem o nucleo catalitico minimo da enzima (15, 102). Do
complexo podem também fazer parte varias proteinas acessorias, tais como duas
subunidades , mle ®2, e uma subunidade delta, & (59). Ao nucleo da enzima associa-se
ainda a subunidade o, de forma a produzir uma holoenzima capaz de iniciar transcricdo a
partir de sequéncias promotoras especificas (102). Este complexo é conservado a nivel de
estrutura primaria, estrutura tridimensional e funcdo desde as bactérias até aos humanos (2,
102, 165). As subunidades B e B’estdo codificadas no mesmo operdo e os genes que as
codificam sdo rpoB e rpoC, respectivamente. Certas mutacGes pontuais nestes genes
provocam sensibilidade a rifampina e a streptolidigina. A subunidade 3 catalisa a sintese de
RNA, enquanto a subunidade 3’ liga ao DNA de um modo néo especifico, sendo a estas
duas subunidades exclusivamente que se ligam os factores o (12). A subunidade o é
codificada pelo gene rpoA e faz parte de um grande operédo de 30 genes com mais de 15 kb.
A regido C-terminal desta subunidade interage com factores de transcri¢cdo acessorios, e
pode também ligar a0 DNA a montante da regido promotora, a sequéncias designadas por
elementos UP (ver abaixo), de forma a estimular a transcricdo. A regido N-terminal da
subunidade contém os determinantes de ligagdo a polimerase. As proteinas acessorias ol ¢

®2 com massas aparentes de 11 e 9.5 kDa, respectivamente, ndo sendo essenciais, co-
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purificam juntamente com a RNAP (59). Estudos realizados em Escherichia coli indicam
que ®2 parece funcionar como um chaperdo molecular durante a montagem do nucleo da
polimerase (59). A proteina acessoria 6, de 21 kDa, altamente acidica, é codificada pelo
gene rpoE. In vitro, dependendo das condicBes de reaccdo, pode aumentar ou diminuir o
rendimento da transcricao e suprime a inicia¢do da transcricdo ndo especifica em locais sem
promotor (59). In vivo, apenas se conhece uma fungdo em Bacillus subtilis: a subunidade
delta é necessaria para a transcricdo de determinados genes nas fases intermédias da
esporulacdo, fases Il e 11l (50). Além destes factores acessorios da RNAP, existem outros
que tém funcdes de alongamento (NusA, NusB e NusG), acoplamento da transcricdo a
reparacao (Mfd), terminacgéo da transcricdo (86), e clivagem do RNA mensageiro (RNAmM)
(um exemplo é GreA) (59).

O inicio da transcricdo comeca com o reconhecimento especifico de um promotor
pela holoenzima, de uma forma dependente da subunidade . Os factores sigma sdo apenas
necessarios para o reconhecimento especifico dos promotores e inicio da transcricdo (59),
sendo aceite que s&o libertados durante a fase de alongamento do transcrito. Classicamente,
um promotor define-se como a regido de DNA minima necessaria para permitir a iniciagdo
selectiva da transcricdo e que € frequentemente identificada por sequéncias conservadas
(elementos consensos), geralmente centradas nas posicdes -35 e -10 pares de bases (17)
relativamente ao local de inicio da transcricdo (nucleotido de iniciagao). Esta regido define
basicamente o tamanho do promotor e a sua sequéncia determina o(s) sigma(s) que podem
activar transcricdo normal (basal) de um gene. No entanto, um promotor pode ter outros
componentes. Geralmente existe localizada entre -40 e -70 uma regido rica nos nucleétidos
A-T (Adenina-Timina), denominada UP elemento, UPstream, (sequéncia a jusante da
regido promotora -35 -10), onde a regido terminal carboxilica da subunidade o da RNAP
pode ligar (fig. 1). Estes elementos sdo tambem importantes para o reconhecimento dos
promotores por factores o secundarios. Além dos elementos UP, a sequéncia entre regido
+1 e +20 tem grande influéncia no eficiente comeco da transcricao (59).

A especificidade da RNAP para diferentes promotores depende do factor sigma que

70

estd presente. ¢'° em E. coli e o™ em B. subtilis sdo os factores sigma priméarios, e

reconhecem promotores de genes essenciais ao crescimento exponencial. Ambos 0s
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factores sigma pertencem a familia o™ (59, 106). Além dos sigmas primarios existem
factores sigma secundarios, que variam entre espécies, e que dirigem a RNAP para
promotores de genes que sdo necessarios em situacoes fisioldgicas particulares, que geram

fortes estimulos intra ou extra-celulares (59).

1.2. Os factores sigma da familia 6™

A familia o

agrupa factores sigma filogeneticamente relacionados que
reconhecem promotores com elementos conservados nas regides -35 e -10 contando a partir
do local de inicio da transcrigdo. A maioria dos factores sigma conhecidos pertence a esta
familia (106). Uma outra familia de factores sigma, conhecida por familia ¢, engloba
proteinas que reconhecem promotores com os elementos conservados perto das regido -24 e
-12 relativamente a posicdo de iniciacdo de transcricdo. Esta familia diverge
estruturalmente e filogeneticamente da anterior (59).

A familia o™ foi dividida em 4 grupos filogenéticos com base em consideracdes
estruturais e funcionais. Ao grupo 1 pertencem os factores sigma primarios que sdo muito
semelhantes ao factor ¢’ de E. coli. No grupo 2 estio factores que sendo muito
semelhantes aos do grupo 1 ndo sdo necessarios para o crescimento e a viabilidade das
células bacterianas. No terceiro grupo estdo colocados factores sigma mais especificos cuja
actividade é circunscrita a determinadas fases do ciclo de vida, em resposta a sinais
especificos. Este grupo é dividido em subgrupos que reunem factores o relacionados
funcionalmente, como por exemplo os envolvidos na esporulagdo, no choque térmico ou na
biossintese do flagelo. O grupo 4, cujos elementos sdo 0s mais divergentes estruturalmente
relativamente aos o do grupo 1, foi inicialmente denominada de ECF (extracytoplasmic
factor). A designacdo de ECF vem do facto dos primeiros elementos desta familia
caracterizados responderem a sinais com origem no ambiente extra-citoplasmatico, e pelo
facto de uma classe de reguladores directos designados por factores anti-sigma serem
transmembranares. O nimero de factores sigma de cada grupo que cada organismo possui é

muito variavel, mas todos tém obrigatoriamente um factor do grupo 1 (106).
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Estruturalmente os factores sigma da familia o'° podem ser definidos por terem 4
regides principais e algumas sub-regides. Das 4 regides principais existem duas mais
importantes, as regides 2 e 4. Estas regides sdo divididas em sub-regides com diferentes
funcdes. Nas regides 2.1 e 2.2 estdo presentes os residuos necessarios para a ligacdo ao
nucleo da RNAP (6, 17, 106). A regido 2.3 promove a separacdo da cadeia de DNA
aquando da formacéo do complexo aberto no inicio da transcricdo. A regido 2.4 contém os
aminoacidos que contactam o DNA na regido -10 dos promotores (fig.1). A regido 4, em
particular a sub-regido 4.2 estd envolvida no reconhecimento do elemento -35 dos
promotores (fig.1), e na interac¢do com proteinas acessorias de activacdo da transcricdo que
ligam a montante do elemento -35 (6, 17, 106). A regido 4.1 é também o alvo de ligacdo de
alguns anti-sigmas (141). Relativamente as regides 1 e 3, estas s&0 menos conservadas
entre os factores sigma da familia ’°. A primeira é dividida em duas sub-regides, na qual a
1.1 funciona como um elemento inibitério que por vezes impede a ligagdo do factor sigma
a regido promotora (33, 34, 64, 152) e também parece acelerar a formacdo do complexo
aberto em alguns promotores (64, 152, 155). A regido 1.2 liga a uma sequéncia de 3
nucleétidos situada a jusante da regido -10 e estimula a taxa de iniciacdo de transcricdo
(fig.1) (57, 58). A regido 3 também se divide em trés sub-regides: a sub-regido 3.0
(anteriormente denominada 2.5) esta envolvida no reconhecimento de um motivo -10
“estendido” presente em alguns promotores (figl) (6, 17), enquanto a sub-regido 3.2 é
importante na inicializacdo da transcricdo pela interaccdo com o0s substratos inicias no

ndcleo catalitico da RNAP e pela sua libertacdo do promotor (83).

DNA =— UP Element = -35 Ext = -10 'Dis:+1 ==

Figura 1 - Esquema das regifes conservadas em factores sigma. Diagrama esquematico das interacgdes
entre o promotor e as regides indicadas dos factores sigma no contexto da RNAP (holoenzima) e também
entre a sub-unidade o do nicleo da RNAP com o DNA. As linhas ligam os elementos do promotor (em baixo)
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as regides das subunidades o e ¢ (em cima). Da esquerda para a direita, elemento UP (UP element); regides -
35 e -10 do promotor; Ext, extensdo da regido -10; Dis, elemento discriminatério (discriminator element); +1,
local de inicio da transcricdo. Em cima: CTD, dominio C-terminal de o (C-terminal domain); NCR, regido
ndo conservada (no conserved region). As representacdes ndo estdo a escala. A figura foi mantida como a
original em Haugen et al., 2008 (58).

Os factores sigmas pertencentes aos grupos 2-4 funcionam activando em certas
condicdes fisiologicas, determinados conjuntos de genes. Estes factores podem ser
divididos em 3 categorias: i) resposta a stresses varios, ii) diferenciacdo celular e
desenvolvimento, iii) e metabolismo auxiliar. Alguns exemplos incluem o~ em
Streptomyces coelicolor, que é activado em resposta a stresse oxidativo. Outro exemplo,
directamente relacionado com a tematica deste trabalho, diz respeito a B. subtilis onde

E 6% e 6", que controlam o processo de

existe um conjunto de quatro factores sigma, c', &
diferenciacdo de endosporos (NB: a designacdo esporo sera daqui mediante utilizada para
efeitos de simplificacdo) (106).

B. subtilis parece ter pelo menos 17 factores sigma, 5 dos quais ndo tém uma fungéo
conhecida (59, 86). Com excepcdo do factor o= que é do tipo o>, todos os demais

pertencem & familia ¢'° (7, 59)

1.3. Factores anti-sigma

O texto acima identifica a existéncia de multiplos factores sigma como elementos
centrais no estabelecimento da expressdo génica diferencial. Por sua vez a actividade dos
factores o pode ser regulada especificamente pela acgdo de proteinas regulatorias
designadas por factores anti-sigma (66). Estas s@o proteinas que interagem com os factores
sigma e impedem que estes promovam a transcri¢cdo de genes a partir dos promotores que
deles dependem. Nem todos funcionam da mesma forma. Existem anti-c que ligam
directamente ao o correspondente, inibindo a sua ligacéo a regido do promotor no DNA e
impedindo que o posicionamento produtivo da RNAP no promotor. Este tipo de factor anti-
o liga normalmente a regido 4 do factor o (fig. 1) impedindo o reconhecimento da regiao -
35 do promotor (66). Em alguns casos estes anti-sigmas possibilitam o direccionamento da

RNAP para promotores com um motivo -10 estendido (nos quais o elemento -35 esta
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ausente ou é dispensavel). Um exemplo é o anti-sigma AsiA, que liga ao factor ¢’ de E.
coli (62, 66). Outros factores anti-sigma interferem com a ligacdo do o ao ndcleo da RNAP.
Estes anti-sigmas ligam normalmente ao ¢ em regides que estdo envolvidas no contacto
com a RNAP, principalmente com a sub-unidade B~ (163). Outros ainda poderdo utilizar
varios destes mecanismos inibitérios. Um exemplo é FIgM que serve como anti-sigma para
o factor 6 de Salmonella typhimurium, por sua vez envolvido na morfogénese do flagelo
(66, 87).

Os factores sigma de funcdo extracitoplasmatica (ECF) actuam em resposta a sinais
do meio extracelular. Os genes para estes factores sigma sdo normalmente co-transcritos
com genes que codificam para reguladores negativos, anti-oc, que possuem um dominio
extracelular que permite receber sinais externos e um dominio intracelular que funciona
como anti-c. Os dois dominios do factor anti-c sdo separados por um segmento
transmembranar. O dominio intracelular mantém o factor inactivo, associado & membrana
(162). A interaccdo de uma molécula sinalizadora com o dominio extracelular inicia uma
cascata de sinalizacdo que resulta na inactivacdo do dominio intracelular, libertando o
factor que pode ent&o activar a expressao de um reguldo de resposta ao sinal original (66).

Esta dissertacdo centra-se no estudo da regulagdo negativa exercida por dois
factores anti-sigma, YabK (16) e CsfB (24, 75), na actividade de alguns dos factores sigma

envolvidos na esporulacdo de B. subtilis.
1.4. B. subtilis, organismo modelo.

Desde a segunda metade do seculo XIX que séo estudadas bactérias formadoras de
esporos. Tyndall, Cohn e Koch demonstraram a sua existéncia independentemente (103).
A capacidade de resisténcia dos esporos permite-lhes a sobrevivéncia em ambientes
extremos de impensavel existéncia de vida. Sdo a forma celular mais resistente conhecida e
a compreensdo dos mecanismos de diferenciacdo celular, e daqueles responsaveis pela
extrema resisténcia dos esporos, tem sido uma das motivacdes dos estudos intensos que se
incidem sobre os organismos endoesporulantes desde hd mais de um século (103) (NB:

apenas 0s enddsporos apresentam caracteristicas de resisténcia a valores extremos de
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factores fisico-quimicos: outros tipos de esporos bacterianos, como 0S MIix0esporos
formados por bactérias do género Myxococcus, ou 0s exosporos de Streptomyces, ficam
fora desta discussdo).

Sdo exemplo de organismos (endo)esporulantes as bactérias gram positivas de baixo
contelldo G/C do filo Firmicutes. Este grupo inclui organismos que populam uma ampla
diversidade de habitats, incluindo heterotroficos aerdbios (Bacillus spp.), haldfilos
(Sporosarcina halophil), fermentadores de lactato microaerofilicos (Sporolactobacillus
spp.), anaerdébios (Clostridium spp.), redutores de sulfato (Desulfotomaculum spp.), e
fototroficos (Heliobacterium e Heliophilum spp.). No entanto, 0s organismos mais
estudados pertencem aos géneros Bacillus e Clostridium. E de entre estes, € em B. subtilis
168 e derivados que se tem concentrado maioritariamente a investigacdo, em parte devido a
existéncia de sofisticadas ferramentas genéticas para a sua manipulacdo (103). Em 1997 a
sequenciacdo do genoma da estirpe B. subtilis 168 (86), por um consoércio Europeu e
Japonés, permitiu fechar uma lacuna na gendémica e abrir as portas, mediante abordagens
experimentais novas, a um novo félego nos estudos em B. subtilis, e a analise funcional de

um grupo mais vasto de bactérias gram positivas (56, 149).

Figura 2 — Esporos de B. subtilis. (A) cultura de B. subtilis numa fase tardia do processo de esporulacéo.
Verifica-se a existéncia de esporos livres e outros ainda contidos na célula-mée. (B) Seccdo transversal fina de
um esporo de B. subtilis, observado por microscopia electrénica de transmissdo. As principais estruturas do
esporo estdo indicadas: Nucleo (Cr, core), cértex (Cx, cortex), manto interno (Ic, inner coat), e manto externo
(Oc, outer coat). A barra representa 1 um no painel A e 0.2 um no painel B.
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1.5. Esporulacéo de B. subtilis e factores sigma especificos

B. subtilis € induzido a diferenciar-se em esporos quando esta presente num meio
deficitario em carbono, azoto e em algumas circunstancias fosforo (117). Além destes
défices, a densidade celular é um requisito para a esporulacdo, sendo necessario densidade
elevada (38). O inicio do processo de esporulagdo resulta da activacdo do factor de
transcricdo Spo0A, gue regula, activando ou reprimindo directamente 121 genes, entre eles
alguns essenciais a esporulacdo. A nivel morfoldgico, a ocorréncia de uma divisdo
polar/assimétrica marca o inicio da esporulacdo (fig. 3) (100, 117). A divisdo assimétrica
resulta assim na formacdo de duas células diferentes, na qual uma é mais pequena que
outra. O esporo desenvolve-se a partir da pequena, pré-esporo. A célula maior, célula-mae,
essencial ao desenvolvimento do esporo, lisa no final do processo para libertar o esporo
maduro (117). No laboratério, o processo de diferenciacdo até ao aparecimento de esporos
livres demora cerca de 7-8 horas a 37 °C (61).

O processo de esporulacdo foi definido em estagios morfolégicos por Roman e
Ryter (61, 129). Antes do inicio da esporulacdo a célula esta no estado vegetativo pelo que
foi nomeado como estagio 0 (fig. 3). Durante este periodo ha a formacdo de um filamento
axial de cromatina onde duas cOpias do cromossoma condensam e alongam ao longo do
comprimento da célula, estagio I (10, 13, 159). Seguidamente ocorre a divisdo polar com a
formacdo de duas células de desigual tamanho, célula-mée e pré-esporo. A formacdo do
septo assimétrico define o estagio Il (fig. 3). Nesta fase apenas 1/3 do cromossoma
centrado na regido de iniciacdo de replicacdo (ou oriC) reside no pré-esporo. Muito
rapidamente, o restante é transferido para o pré-esporo por uma translocase de DNA, a
proteina SpolllE (8, 158). Neste momento o resultado sdo duas células de volumes
diferentes mas com o mesmo genoma. O septo € construido por duas membranas e
peptidoglicano (PG). Apos a conclusdo do processo de segregacdo do cromossoma para o
pré-esporo o PG do septo € hidrolisado, e as membranas migram pelos dois lados do pré-
esporo envolvendo-o, e acabando por fundir no polo mais préximo. Este acontecimento da
origem a um protoplasto no interior da célula-mae e é designado como estagio 111 (fig. 3)

(114). A partir desta fase o desenvolvimento do esporo traduz-se principalmente na



INTRODUCAO

formacdo das suas estruturas periféricas de proteccdo. Numa primeira fase, ocorre a
deposicdo de duas camadas de PG entre as duas membranas do pré-esporo. Estas sdo a
parede primordial de germinacdo (que forma a parede da célula que emerge apds a
germinacdo do esporo) e o cortex (uma estrutura essencial para a resisténcia ao calor). A
sintese destas camadas define o estdgio IV (fig. 3). A este segue-se mais uma fase de
deposicdo de uma estrutura complexa de proteinas denominada manto, estagio V (fig. 3)
(60). Segue-se um periodo de maturacgéo (estagio V1), onde as propriedades de resisténcia a
radiacdo UV e a temperaturas elevadas se desenvolvem (61, 103). Por ultimo, no estagio
VII, decorre a lise da célula-mée e o esporo é libertado no meio circundante (fig. 3) (61).
Durante este processo ha diferentes genes a serem transcritos, que na esporulacdo sdo em
geral designados inicialmente por spo, seguido do estagio no qual o mutante para o referido
gene se encontra blogueado e a letra distinguivel, como por exemplo, spollA (61, 115).
Embora ambas as células contenham 0 mesmo genoma a expressdo génica é distinta entre
os dois compartimentos, devido & activagdo de diferentes factores sigma. o~ e o= séo
activados apo6s a formacao do septo no pré-esporo e na célula-mae, respectivamente. Nas
fases tardias, ap6s o envolvimento, o® e ¢ sdo os Gltimos factores sigma a ficarem activos

no pré-esporo e na célula-mae, respectivamente (38, 61, 117).

1.6. A divisdo assimétrica do esporangio e a activacio de ' no pré-esporo.

G é o primeiro factor sigma a ficar activo no pré-esporo (117), e é codificado por
sigF, o terceiro cistrdo de um operdo (spollA), transcrito pela polimerase contendo o',
assistida por SpoOA (156, 157). Consequentemente, o factor o~ é produzido na célula pré-
divisional, sendo mantido numa forma inactiva pelo anti-sigma SpollAB, o qual é
codificado pelo segundo cistrdo do operdo (51, 116). SpollAB liga directamente a ¢" e
impede que este ligue & RNAP (135). o© 56 fica activo ap6s a divisdo assimétrica (51, 61).
O primeiro cistrdo do operdo spollA codifica para SpollAA, cuja funcdo é antogonizar
SpollAB, actuando assim como um anti-anti-sigma (31). S&o necessarias duas moléculas de
SpollAB para ligar a o©. O complexo SpollAB,-c" é inactivo transcricionalmente, sendo

necessario SpollAA desfosforilado para romper o complexo e permitir a libertacdo de o
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que pode entdo ligar ao nucleo catalitico da polimerase de RNA (67, 117). No entanto, na
presenca de ATP, SpollAB funciona como cinase capaz de fosforilar SpollAA, tornando-o
inactivo e formando um complexo dead-end. Este efeito decorre da estabilidade elevada do
complexo SpollAA-SpollAB-ADP (67). SpollE, que localiza na membrana do septo
assimétrico é a fosfatase capaz de desfosforilar SpolIAA permitindo a activacéo de " (67).
SpollE é codificado pelo gene spollE, cuja transcricdo se da na célula pré-divisional sob o
controlo de SpoOA e da forma da polimerase contendo o™ (80). Pensa-se que SpolIE leve &
desfosforilacdo de SpollAA preferencialmente no pré-esporo, porque a sua ac¢ao € inibida
na célula mae, ou porque a sua acumulagdo ocorre preferencialmente no pré-esporo (44,
61). Além do seu papel na desfosoforilacdo de SpollAA tem sido sugerido que SpollE

também participa na activacdo de o

monitorizando o estado de formagdo do septo
assimétrico (20). Existem outros dois factores que contribuem para a activacdo de ' no
pré-esporo. Um deles é o facto de SpollAB quando esta livre, ndo complexado com o" ou
SpollAA, ser um substrato para a protéase CIpCP (109). Por outro lado, quando se da a
divisdo assimétrica uma das cOpias do cromossoma (a que ird para o pré-esporo) fica
interceptada pelo septo pelo que apenas esta disponivel no pré-esporo cerca de 30 % do
cromossoma (8, 158, 160). O operéo spollA, que fica localizado longe da origem, encontra-
se nesta fase na célula mée (38, 61, 128). Desta forma, devido a exclusdo temporaria de
spollAB do pré-esporo, e a concomitante degradacdo de SpollAB no pré-esporo as
concentracdo de o', SpollAB, SpollE e SpollAA desfosforilado neste compartimento
estardo num racio que favorece a activagdo de o" (67).

Recentemente foi identificado um novo regulador da actividade de o, YabK,
necessario para a eficiente transi¢éo entre os dois sigmas activos no pré-esporo (16). yabK é
transcrito no pré-esporo sob o controlo de o™ (143) e de o® e parece funcionar como um
inibidor da actividade de ™ mas ndo de c® (16). A inibicdo da actividade de o sera
necessaria para a eficiente activacdo do factor sigma seguinte do pré-esporo, c®. Na
auséncia de YabK observa-se um aumento da actividade do factor " e uma consequente
diminuicdo na actividade do factor o®. Este efeito leva a uma diminuic&o na eficiéncia de

esporulacdo (16). YabK parece assim promover a transicao entre as fases precoces (anterior
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a conclusdo do processo de envolvimento) e tardia (com inicio ap6s a conclusdo do
processo de envolvimento) da expressao genica no pré-esporo, e esta transicdo é essencial
para a eficiéncia da esporulacdo. A funcdo de yabK durante a esporulacdo é uma das

questdes abordadas neste trabalho.
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Figura 3 - Os ciclos vegetativo e de esporulacdo/germinacéo de B. subtilis. A figura representa os estagios
vegetativos e de esporulagdo, com enfase neste Gltimo. A partir de uma célula vegetativa (estagio 0) a
esporulacdo inicia-se com a formacéo do filamento axial (estagio 1) e logo apds com a ocorréncia de uma
divisdo assimétrica (perto de um dos polos) (estagio Il). Esta divisdo da origem a dois compartimentos de
diferentes tamanhos, o pré-esporo e a célula-méde de maiores dimensdes. No esporangio pré-divisional 0s
factores que controlam a transcricéo sio c”, 6™ e SpoOA. Apés a divisdo assimétrica, " ¢ activado no pré-
esporo e o é activado na célula-mae. O envolvimento (estagio II-111), um processo com semelhancas a
fagocitose, é 0 passo que se segue. Logo apds c® e o sdo activados no pré-esporo e na célula-méae,
respectivamente. Neste momento o pré-esporo € um protoplasto livre e isolado dentro da célula-mde,
envolvido por duas membranas derivadas do septo assimétrico. A partir deste estagio tem lugar os passos
finais da morfogénese das camadas protectoras do esporor. Nos estagios IV e V processa-se a deposicdo do
cortex e o do manto, respectivamente. De seguida, o esporo sofre um processo de maturacdo (estagio VI) e
finalmente a célula-mée, por um mecanismo de morte celular programada, lisa libertando o esporo no meio
(estagio VII). A figura foi adaptada de Errington, 2010 (37).

11
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A activacio do factor ¢" leva a activagdo do factor oF na célula mae (spolIR) (76,
92) e a expressdo até 66 genes e operdes no pré-esporo (143). Os genes expressos sob o

controlo do factor o"

codificam para proteinas com fungdes diversificadas durante a
esporulacdo, desde envolvidas no processo de envolvimento do pré-esporo pela célula mée
(spollQ) (91, 147), no processo de germinacdo (gerAABC), na producdo do factor sigma
tardio o® (sigG) (145, 146) e na regulacdo do factor ™ (que substitui = em fases tardias
do desenvolvimento na célula-méae; spolVB) (52). O reguldo o" inclui também um factor de
transcricional, rsfA, mas este ndo tem grande impacto na expressao génica dependente de

o (61, 73).
1.7. A expressdo génica precoce na célula-méae: reguldo c*

Tal como o', o é sintetizado antes da formacao do septo assimétrico (79). sigE, o
segundo cistrdo do operdo spollG, codifica para c%, e é transcrito pela forma da polimerase
contendo ¢” com a assisténcia de SpoOA (79). o" é sintetizado na forma de uma pré-

proteina inactiva, pré-c= (69, 72). A extensdo N-terminal de pré-c©

é removida por
protedlise para que o= possa associar & polimerase do RNA (113). Além de inibir %, 0 N-
terminal de pro-c© dirige a proteina para a membrana (71), onde a enzima responsavel pelo
seu processamento se localiza, SpollGA (43). spollGA €é o primeiro cistrdo do operdo
spollG e por isso é também expresso na célula pré-divisional (79). A activacdo de SpollIGA
depende da accdo de uma proteina sintetizado no pré-esporo, SpollR, e excretada para o
espaco intermembranar do septo. SpollR devera interagir com SpollGA activando a
protease, resultando no processamento de pré-c= e na consequente activacéo de o= (63, 76,
92).

A activacdo especifica de o= na célula-mae resulta da accéo concertada de trés
mecanismos: protedlise de pré-c= no pré-esporo (118), presenca de um anti-sigma, CsfB,
capaz de inibir baixos niveis de o& que possam acumular indevidamente no pré-esporo

(23), e a0 aumento da sintese de pré-c- na célula-mae (48).

12
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A expressdo génica dependente de oF

¢ modelada por os dois factores
transcricionais SpollID e GerR. Estes factores sao importantes para a regulacéo de genes do
reguldo oF. SpollID actua como activador da transcricdo de alguns genes - dependentes e
como inibidor na transcricdo de outros genes do mesmo reguldo. Pelo contréario, GerR, tem
uma accao negativa sob alguns dos genes do reguldo . Sugere-se que esta rede regulatdria
seja essencial para a correcta morfogénese do esporo (19, 36).

Prevenir a divisdo assimétrica na célula-méae, permitir o envolvimento do pré-esporo
(spolID, spollP, spolIM), iniciar a montagem do manto (spolVA, spoVID, cotE) (19, 36), e
transcrever o gene que codifica para o Gltimo factor sigma na esporulacéo, c*, sdo algumas

das principais funges do reguldo c© (61).
1.8. Regulagéo da sintese e da activacdo do factor ¢® no pré-esporo

o° fica activo apds o envolvimento e é o terceiro factor sigma na esporulacéo,
activo no pré-esporo (fig. 3) (51, 74). A expressao génica dependente de o é regulada no
pré-esporo a dois niveis: expressdo do gene sigG, que codifica para ¢, e sua activacéo.
sigG é co-transcrito com o operdo spollG, e consequentemente transcrito na célula pré-
divisional (94, 145). No entanto este RNA mensageiro ndo leva & producéo de o, devido
ao facto deste RNA longo formar uma estrutura secundaria que sequestra o RBS
(ribossome binding site) do gene sigG, bloqueando a sua traducdo (94). A acumulacdo de
o° depende entdo de um promotor localizado na regifo intergénica sigE-sigG, o qual é
reconhecido por o™ (145). Uma vez que o promotor de sigG é dependente de ¢, o factor ¢©
acumula principalmente no pré-esporo (46, 74, 93).

A transcricdo a partir do promotor do gene sigG é atrasada quando comparada com
a expressdo de outros genes dependentes de o™ (61, 77). Este atraso poderéa ser causado
pelo facto da expressao a partir deste promotor ser dependente de um outro gene do reguléo
o', spollQ, e da actividade de o= na célula-mée (110, 147). No entanto o sinal gerado na
célula-mé&e necessario para a expressdo de sigG no pré-esporo ndo é até hoje conhecido.
Uma vez activo, o° é capaz de utilizar o promotor do gene sigG, iniciado um ciclo auto-

catalitico que permite a acumulacéo rapida do factor sigma (61, 145).
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Apbs a sua sintese no pré-esporo ¢® é mantido num estado inactivo até a finalizacdo
do envolvimento pela célula mae. Sao conhecidos trés inibidores de ¢®: a protease LonA
(134), e os anti-sigmas SpollAB (26, 78, 81, 121) e CsfB (24, 75). LonA, pertencente a
familia de proteases dependentes de ATP (21, 124), actua inibindo ¢® em situacdes em que
as células ndo seguem o caminho da esporulacdo (134, 137). Durante a esporulacdo LonA
actua de modo a prevenir a activagdo ectopica de ¢® na célula mée (24, 137). SpollAB, 0
anti-sigma que regula ", é também capaz de interagir directamente com o® (26, 41, 78,
81). E importante na regulagio da actividade de c® em condicdes em que a esporulagdo n&o
é induzida, e durante a esporulacdo na célula mée (22, 138). No entanto ndo ha evidéncia
para que tenha um papel na regulagdo de ¢ no pré-esporo (138). O terceiro regulador
negativo é CsfB (ou Gin), um novo tipo de factor anti-sigma (24, 75). CsfB tem 4 cisteinas
dispostas de uma forma conservada comparando com proteinas ortélogas, que ligam iGes de
zinco (75) que sd0 essenciais para a sua actuacdo sobre o® (122). CsfB combina duas

caracteristicas essenciais a um regulador capaz de inibir o®

no pré-esporo: liga
especificamente a c® e ndo a ¢ (ao contrario do que acontece com SpollAB) e é produzido
sob o controlo de 6" no pré-esporo (29). No entanto a literatura ndo é clara quanto ao papel
de CsfB durante a esporulacdo: enquanto alguns autores propdem que CsfB tem uma
funcéo essencial na regulacéo de o® no pré-esporo, outros sugerem que a auséncia de csfB
leva & activacdo desregulada de ¢® mas apenas em células que ndo entraram ainda em
esporulacdo (15, 24, 75). Unanime parece ser o papel de CsfB como anti-sigma capaz de
inibir a actividade de o™ no pré-esporo ((23), este trabalho). Em qualquer caso, devido &

capacidade auto-regulatéria de c®

, @ accdo concertada destes 3 inibidores do sigma é
essencial para evitar a activagao ectopica do mesmo (139).

Activagéo de o® no pré-esporo requer o fim do envolvimento do pré-esporo pela
célula mée, expressdo do operdo spolllA na célula mae, e a expressdo do gene vegetativo
spolllJ. A conclusédo do processo de envolvimento é um requisito para a eficiente activagédo
de ¢, j& que mutacBes que o bloqueiam previnem também a activacdo de c®, mas néo
afectam a transcricdo de sigG (38, 39, 78, 136, 146). N&o se sabe se a dependéncia € directa

ou indirecta, mas parece improvavel que os produtos dos genes necessarios ao processo de
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envolvimento (spollD, spolIP, spolIM) tenham uma accéo directa na actividade de o® (38).

No entanto o mecanismo que liga a activacdo de o°

a conclusdo do processo de
envolvimento ndo foi até hoje identificado. Do operdo spolllA fazem parte 8 genes que séo
transcritos na célula mae sob o controlo do factor o= (68). Todos os genes spolllA
codificam para proteinas membranares que junto com a proteina membranar do pré-esporo,
SpollQ, formam um novo sistema de secrecdo (15, 95). A inser¢do na membrana de pelo
menos uma das proteinas SpolllA, SpolllAE, necessita do auxilio da translocase de
proteinas de membrana, SpolllJ (140). Este factor explica por si o envolvimento de SpolllJ,
codificado pelo gene vegetativo spolllJ, na activacdo do c® (140). O complexo SpolllA-
SpollQ estende-se pelo espaco intermembranar que separa 0 pré-esporo da célula mée,
estabelecendo um contacto directo entre o citoplasma das duas células (15, 95).
Recentemente foi sugerido que este canal poderia funcionar como um “corddo umbilical”
gue manteria o potencial de sintese macromolecular do pré-esporo mesmo apds 0 seu
isolamento do meio exterior, 0 que seria essencial para a actividade dos factores sigma no
pré-esporo (14, 32).

Apbs a activacdo de o® este vai permitir a transcricdo de varios genes. Existem pelo
menos 3 classes de genes dentro do reguléo ¢®: uma envolvida no processo de esporulacéo,
outra na germinacado e por fim na protec¢do do DNA contra degradacao (61). As fungdes de
o® essenciais para a esporulacéo incluem a transcrigdo do seu préprio promotor, de yabK
que é necessario para a transicdo de o" para ¢°, dos genes spolVB e bofC que codificam
para protefnas que permitem a activacdo do Gltimo factor sigma da célula-mie, o~ a
expressao do operdo spoVA que é necessario para a entrada de acido dipicolinico da célula
made para 0 pré-esporo, e por fim de spoVT que codifica para um regulador transcricional de
genes dependentes de o® (5, 16, 35, 40, 52, 74, 99, 145, 150, 153). As funcdes de ¢ na
germinacdo incluem a transcricdo dos operdes gerA e gerB que codificam para receptores
de compostos germinativos, e pdaA que é necessario para uma modifica¢do unica do PG do
cortex, a acumulagdo de acido murédmico na forma &-lactdmica (49, 107, 108). Por fim a

proteccdo do DNA envolve a transcricdo dos genes splB (proteccdo contra UV), yqfS
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(endonuclease), e os genes ssp que codificam SASPs (pequenas proteinas acidas sollveis),
proteinas dominantes no nucleo do esporo (42, 59, 61, 112, 130, 151).

1.9. Expressao genética tardia na célula-mae: o ultimo factor sigma da
esporulacéo o™

O dltimo factor sigma a ser activado na cascata de diferenciacéo do esporo é ¢". O
gene codificante para o factor pré-c< é interrompido por um elemento profagico (148)
(elemento skin, de sigma K intervening sequence) que deve ser excisado para reunir as
extremidades 5’ e 3° do gene (38, 61, 117, 128). A excisdo do elemento skin requer a
recombinase SpolVCA (84, 85, 119). O gene spolVCA é transcrito sob a direccdo de oF
com a assisténcia do factor transcricional SpolllD, e por isso a recombinacao/reparacdo do
gene composto codificante para ¢ é circunscrita & célula-mae (54, 85, 132, 133). O
elemento skin ndo esta presente em mais nenhum organismo esporulante com a excep¢ao
de Clostridium difficile (61). A transcri¢do do gene rearranjado sigK ocorre sob o controlo
de 6% e SpollID, e deste modo perto do final do processo de envolvimento quando SpolllD
acumula a niveis suficientes na célula (84, 133). Tal como ", também o" é inicialmente
produzido sob a forma de uma pré-proteina inactiva, pro-c™, com uma extensio N-terminal
de 20 residuos hidrofébicos (82, 144), que dirige a proteina para a membrana externa do
pré-esporo (164). O processo de activacdo de ¢ esta bem estudado e depende de proteinas
codificadas tanto na célula m&e como no pré-esporo (c® dependentes). Da célula mae
provém, codificadas pelo operdo bicistrénico spolVF, SpolVFA e SpolVFB e codificada
pelo gene bofA, a proteina BofA. Todas co-localizam num complexo na membrana externa
do pré-esporo onde se d4 a protedlise de pr6-c™ (35, 53, 126, 167). Estudos mais recentes
sugerem que no complexo, BofA é um inibidor da metalo-protease SpolVFB, responsavel

pelo processamento de pré-c

, € SpolVFA é a proteina que medeia 0 contacto entre
SpolVFB e BofA (35, 126, 167). No pré-esporo € produzida uma protease de serina,
SpolVB (27, 52), que é necesséria a activacdo da protease SpolVFB (35). Embora SpolVB
seja produzida no pré-esporo é posteriormente excretada para o espago intermembranar,
onde depois contacta com o complexo SpolVFA/SpolVFB/BofA (126). SpolVB promove

entdo o corte de SpolVFA, desta forma libertando BofA e permitindo a ac¢éo da protease
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SpolVFB sobre pré-c™ (18, 168). Como a sintese de SpolVB é maioritariamente

G K

dependente de o, a activacdo de o sO ocorre apdés a conclusdo do processo de
envolvimento do pré-esporo pela célula mde. Uma segunda protéase de serina, CtpB,
sintetizada em ambos os compartimentos da célula em desenvolvimento, é indispensavel
para a activacdo no tempo certo de c¥. CtpB tem igualmente uma actividade proteolitica
sobre SpolVFA. SpolVB é também capaz de proteolisar CtpB, mas este corte ndo é
necessario para correcta activacéo de o™ (18). Supde-se assim que SpolVB e CtpB facam
parte de uma cadeia catalitica que intervém na activacdo de SpolVFB mediante a
degradacédo de SpolVFA (18).

O factor o™ dirige a expresdo de genes envolvidos nos passos finais da morfogénese
do cértex e do manto do esporo, incluindo genes necessarios para a germinacao do esporo e
para a autdlise da célula mae (61). O reguldo o inclui também um factor trascricional,
gerE. GerE € necessario para a repressao da expressao de alguns genes assim como para a
activacdo de outros genes deste reguldo (166). Esporos produzidos na auséncia de GerE néo

germinam eficientemente (98).

1.10. OBJECTIVOS

Este estudo debrugou-se sobre o papel de duas proteinas regulatdrias, YabK e CsfB,
durante a esporulacdo. CsfB é um factor anti-sigma recentemente identificado capaz de
inibir os factores o® e o no pré-esporo (23, 24, 75). Uma analise bioinformética revelou a
existéncia de um segundo gene, yabK, que codifica para uma proteina com alguma
semelhanga com CsfB. Tal como CsfB (64 aminoécidos e 7.3 kDa) (24, 75), YabK é uma
proteina pequena (76 aminoacidos, ou 8.8 kDa) (16). Além disso, ambas as proteinas
possuem 4 cistefnas dispostas num motivo de ligacdo de Zn®*. Exibem ainda duas tirosinas
conservadas, a jusante do motivo definido pelas 4 cisteinas, conservadas e essenciais para
funcdo (16). Tal como csfB, o gene yabK é transcrito no pré-esporo sob o comando de o"
(143). Resultados preliminares indicam contudo que CsfB desaparece do pré-esporo em
fases tardias do desenvolvimento, passando a acumular na célula mde. O significado

bioldgico desta observacdo nao é conhecido. Também nédo se sabe se 0 mesmo fendmeno
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de transicdo pré-esporo-célula mae se passa com YabK. Este trabalho incidiu sobre a
andlise da funcdo funcional do gene yabK durante a esporulacéo e sobre os mecanismos que
possibilitam a acumulacdo tardia de CsfB na célula mée. Os objectivos deste trabalho

foram assim definidos:

1. Estudo do padrdo temporal e espacial da expressdo de yabK durante a
esporulacdo. Utilizamos para tal uma fusdo transcricional do gene repdrter yfp
ao promotor do gene yabkK;

2. Caracterizagéo funcional de um mutante yabK;

3. Estudo da possivel redundancia entre YabK e CsfB durante a esporulacao;

4. Teste da interaccdo directa entre YabK e CsfB com os factores sigma que
controlam a esporulacdo recorrendo ao sistema de dois hibridos (yeast two
hybrid).

5. Estudo da expressdo tardia de CsfB na célula mée recorrendo a construcéo de

fus@es transcricionais e traducionais entre csfB e 0s genes reporter gfp e lacZ.

18



MATERIAIS E METODOS

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Técnicas microbiologicas

2.1.1. Estirpes bacterianas, condic¢des de crescimento e técnicas gerais

A estirpe de E. coli DH5a foi utilizada neste trabalho enquanto hospedeiro para
clonagem molecular. Todas as estirpes de B. subtilis utilizadas neste trabalho s&o
congénicas com a estirpe Spo* MB24 (trpC2 metC3), e encontram-se descritas na sec¢io de
anexos (tabela 8). Foram também utilizadas estirpes da levedura Saccharomyces cerevisae
(ver a tabela 9) para a andlise de interacgdes proteina-proteina num sistema de dois hibridos
(Yeast two-hybrid).

Todas as espécies bacterianas foram mantidas e propagadas em meio de Luria
Bertani (LB), cuja composicdo é indicada na tabela 1 (anexos). Quando necessario, para
manter ou seleccionar plasmideos replicativos ou integracionais, foram adicionados
antibidticos aos meios, em concentracdes definidas na tabela 2 (anexos). As espécies de
levedura foram propagadas e mantidas em meio Yeast Peptone Dextrose (YPD, tabela 1,
anexos). Para a seleccdo de transformantes de Saccharomyces cerevisae foi utilizado o
meio minimo Synthetic Dextrose (SD) suplementado por adicdo de diferentes aminoacidos
para as concentracgdes indicadas na tabela 1 (ver em anexos).

Todos os meios de crescimento foram autoclavados a 120 °C durante 20 minutos e
mantidos a temperatura ambiente (TA) por periodos nao superiores a duas semanas. Todas

as demais solugdes utilizadas neste estudo encontram-se descritas na tabela 4 (anexos).

2.1.2. Inducéo da esporulagdo

A esporulagdo das estirpes de B. subtilis foi induzida por crescimento e exaustéo de
nutrientes em Difco Sporulation Medium (DSM). O inicio da esporula¢dao ou TO (“tempo
zero”), ¢ definido como o final da fase exponencial de crescimento e inicio da fase
estacionéria. Para definir o TO é realizada uma curva de crescimento através da medicdo da

densidade optica (DO) a 600 nm a intervalos de 30 min.
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2.1.3. Determinacéo da eficiéncia da esporulacéo

A partir de um pré-inoculo crescido em LB a 37 °C durante 6 horas a 180 rpm,
foram inoculados 10 ml de DSM suplementado (ver acima) para uma DOggo aproximada de
0.05. A cultura foi incubada com agitacdo de 150 rpm a 37 °C. Dezoito horas ap6s o TO,
foram realizadas diluices seriadas até 10 em sais B&W e foram plaqueados 100 pl das
diluicdes 10, 10®°, 10 em caixas de LB agar para a determinacio do titulo de células
viaveis. Os tubos das diluigdes originais apropriadas, estimadas por observacao das culturas
em microscopia de contraste de fase®, foram de seguida incubados durante 20 minutos a 80
°C. Foram plaqueados 100 ul de cada diluicdo em caixas de LB agar e estas incubadas
durante a noite a 37 °C. A percentagem de esporulacdo é calculada como a razdo entre o
namero de unidades formadoras de colénias (UFC/mlI) resistentes ao calor e 0 nimero de

UFC/ml viaveis, multiplicado por 100.

2.1.4. Microscopia Optica de contraste de fase e de fluorescéncia

Foram recolhidas amostras de 1 ml de culturas de B. subtilis, e estas foram
centrifugadas durante 2 min a 4700 g. O sedimento celular foi ressuspenso em 200 ul de
tampéo PBS (1X) e foi adicionado o corante membranar FM4-64 (Molecular Probes) para
uma concentracao final de 10 ug ml™*. Foram preparadas |aminas de microscopia com uma
pelicula de agarose (1.7%) e sobre esta foram aplicados 3 ul da suspensdo celular. As
amostras foram entdo visualizadas num microscopio Optico equipado com Optica de
contraste de fase e de fluorescéncia (Leica DM6000B) e com uma cadmara digital arrefecida
iXonEM+ 885 (Andor Technology, Connecticut, USA). As imagens de contraste de fase e
de fluorescéncia foram obtidas com filtros standard para a GFP e para FM4-64, a uma
ampliacdo de 1600X. Para o processamento das imagens foi usado o programa Metamorph
(Molecular devices, Berks, UK) e Adobe Photoshop CS versdo 8.0 (Adobe Systems
Incorporated).

1 A observacio de esporos refracteis num campo do microscopio, corresponde normalmente a um titulo de
esporos resistentes ao calor de 10°.
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2.2. Técnicas gerais de genética microbiana e de biologia molecular

2.2.2. Extraccao de DNA plasmidico em pequena escala

As estirpes ou colonias de transformantes de E. coli a analisar para a presenca de
plasmideos e/ou para investigar a sua estrutura fisica, foram inoculadas em 5 ml de meio
liquido LB, e as culturas incubadas durante a noite com uma agitacdo de 100-120 rpm a 37
°C. No dia seguinte, as células em 2 ml de cultura foram colhidas por centrifugacdo numa
microcentrifuga (5 min a 13000 rpm, e a TA). O sedimento foi ressuspenso numa solucéo
de STET (360 pl), lisozima (24 ul) e RNAase A (10pl), e incubado a 37 °C durante 15
minutos. A suspensdo foi entdo fervida durante 1 minuto e centrifugada a 13000 rpm (numa
microcentrifuga), durante 15 min a TA. Com uma ansa esteéril, foi retirado o sedimento e
foram adicionados 280 ul de isopropanol ao sobrenadante, ap6s o que a mistura foi
centrifugada durante 30 min 13000 rpm (numa microcentrifuga) e a 4 °C. O sobrenadante
foi descartado e o sedimento lavado com etanol a 80%. Apds a lavagem, o sedimento foi
deixado a secar ao ar. Por fim, o DNA plasmidico foi ressuspenso em 20 ul de ddH,O

autoclavada e guardado a -20 °C, se necessario, até ser utilizado.

2.2.3. Extraccao e purificacdo de DNA plasmidico por troca ionica

Este processo foi feito com recurso ao sistema QIlAprep Spin (QIAGEN) de acordo
com o protocolo disponibilizado pelo fabricante. O método baseia-se na lise alcalina das
células e na adsorcdo do DNA, na presenca de sal, a uma matriz de silica imobilizada numa
coluna. Esta metodologia foi utilizada em experiéncias de transformacdo genética,
clonagem e sequenciacdo de DNA, onde o grau de pureza, a qualidade e a concentracéo do
material final obtido é importante.

2.2.4. A competéncia

A competéncia é a capacidade das células bacterianas ligarem e adquirirem DNA
exogeno. B. subtilis é naturalmente competente. Esta caracteristica pode ser artificializada
para espécies que ndo sdo naturalmente competentes, como E. coli. Um método muito

utilizado consiste no seu tratamento pelo CacCls,.
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2.2.5. Preparacéo de células competentes de E. coli pelo método do CacCl,

Uma colonia isolada de E. coli DH5a. foi inoculada em 5 ml de meio liquido LB, e
incubada durante a noite com uma agitacdo orbital de 120 rpm a 37 °C. Apds o ¢
crescimento a cultura foi diluida 1:50 em LB e incubada a 37 °C, com agitacéo orbital de
150 rpm até uma DOggonm de 0.6. As células foram entéo colhidas por centrifugacédo a 4700
g no rotor JA-14 (Beckam), durante 5 minutos a 4 °C. O sedimento celular foi lavado com
uma solugdo de 0,1 M CaCl, mantida a 4 °C (1/2 do volume inicial de cultura). A
suspensdo celular foi entdo mantida no gelo durante cerca de 2 horas e de novo
centrifugada a 4700 g durante 5 min a 4 °C. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento
foi ressuspenso em 0,1 M CaCl, (6% do volume inicial da cultura) contendo 15% de
glicerol. Foram feitas aliquotas de 200 ul e estas foram mantidas a -80 °C até a sua

utilizacéo.
2.2.6. Transformacao de células competentes de E. coli por choque térmico

A uma aliquota de células competentes (ver acima) foram adicionados 10 ul de uma
mistura de ligagdo ou 1ul de um plasmideo purificado. A mistura foi incubada no gelo um
minimo de 30 minutos, ap6s o que foi rapidamente transferida para um banho a 42 °C
durante 90 segundos, e de novo mantido no gelo, por 2 minutos. Foi de seguida adicionado
1 ml de LB a 37 °C, e a suspensdo celular foi incubada um minimo de 1 hora a 37 °C com
agitacdo de 180 rpm.

As células foram entdo colhidas por centrifugacdo durante 2 minutos a 3500 g, a
TA. Foi retirado 1 ml do sobrenadante, e o sedimento foi ressuspenso no restante volume
da suspensdo original. As células foram plaqueadas em caixas de meio LB suplementado
com os antibidticos necessarios a concentracdo selectiva (ver a tabela 2, nos Anexos). As

caixas foram incubadas a 37 °C durante a noite.

2.2.7. Extraccdo de DNA genomico total de B. subtilis

Uma coldnia de B. subtilis foi inoculada em 5 ml de meio liquido LB, e a cultura foi
incubada durante a noite com uma agitacdo orbital de 100-120 rpm, a 37 °C. As células

foram colhidas por centrifugacdo a 13000 rpm, numa microcentrifuga, durante 5 min a TA.
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O sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi ressuspenso em 1ml de tampdo SET.
Adicionaram-se 100 ul de lisozima e 10 ul de RNAase A, e a suspensdo foi incubada
durante 10 min, a 37 °C. Adicionaram-se entdo 50 ul de Sarkosyl 10% e 10 ul de proteinase
K, e a mistura foi incubada durante 30 min, a 37 °C. Foi entdo adicionado 1 ml de uma
mistura de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), e a mistura agitada até se formar
uma suspensdo homogénea. De seguida, centrifugou-se a suspensdo a 13000 rpm, numa
microcentrifuga, durante 15 minutos a TA. A fase aquosa é recuperada para um novo tubo,
sendo adicionado 1 ml de cloroférmio, e a mistura agitada até a homogeneidade. A
suspensdo é entdo centrifugada a 4700 g (13000 rpm numa microcentrifuga) durante 15 min
a TA. Recupera-se a fase aquosa, contendo o DNA, sendo esta dialisada contra um excesso
de ddH,0O. No final, o DNA é mantido a 4 °C.

2.2.8. Preparacao de células competentes de B. subtilis e a sua transformagéo

Para induzir a competéncia de B. subtilis, uma coldnia fresca foi inoculada em 5 ml
de meio GM1 (tabela 5, nos anexos), e incubada a 37 °C com agitacdo orbital de 200 rpm,
até 90 minutos apds o final da fase exponencial de crescimento. De seguida, a cultura foi
diluida 1:4 em meio GM2 (tabela 5, anexos), e a nova cultura incubada por 2 horas a 200
rpm e a 37 °C. Finalmente, foram transferidos 500 ul da cultura em GM2 para um novo
tubo, e foram adicionados 5 pl de DNA a transformar. A mistura foi agitada 1 hora a 200
rpm, a 37 °. Foram plaqueados 200 ul da mistura de transformacdo em caixas de LB, com
os antibidticos adequados. As caixas foram incubadas durante a noite a 37 °C.

2.2.9. Transformacao de Saccharomyces cerevisiae

A transformacdo de S. cerevisiae foi efectuada recorrendo a electroporacéo. Neste
método, € aplicada uma descarga eléctrica a uma suspensdo celular, que leva a
permeabilizacdo temporaria da membrana e a entrada de macro-moléculas como o DNA
(120, 154). Este processo passa por duas fases: i) a preparagdo de células
electrocompetentes e ii) a electroporacdo. Os procedimentos usados sdo baseados em
Becker & Guarante (1991) (9) e Ausubel et al (1987) (4).
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2.2.9.1. Preparacao das células electrocompetentes

A estirpe a transformar foi inoculada em 500 ml de meio YPD e a cultura foi
incubada a 30 °C com uma agitacdo de 250 rpm até atingir uma DOgq entre 0,30 e 0,35. A
suspensdo foi colocada em gelo durante 15 minutos para parar o crescimento. De seguida as
células foram colhidas por centrifugacdo a 4000 g, durante 5 minutos a 4 °C, e ressuspensas
em 80 ml de ddH,O estéril. Foram adicionados 10 ml de TE (10x) e 10 ml de acetato de
litio 1M. A mistura foi incubada a 30 °C durante 45 minutos com agitacdo orbital (85 rpm).
Foram adicionados 2.5 ml de uma solucdo 1M de DTT, e a mistura incubada por mais 15
minutos nas mesmas condicdes. Foi adicionada ddH,0 autoclavada a 4 °C, até perfazer 500
ml e a mistura foi centrifugada como anteriormente. O sobrenadante foi retirado e o
sedimento foi ressuspenso em 50 ml de ddH,0O (a 4 °C) utilizando um agitador de vortex. O
volume foi elevado até aos 500 ml com ddH,0O estéril a 4 °C e as células de novo colhidas
por centrifugacdo (como anteriormente). O sedimento celular foi ressuspenso em 25 ml de
uma solugdo 1M, autoclavada, de sorbitol a 4 °C, e a mistura foi de novo centrifugada
como acima. Por fim, o sedimento celular foi ressuspenso em 500 pl sorbitol (1M, a 4 °C).
A suspensdo celular € guardada no gelo e a electroporacdo € feita logo apds. Em todos 0s

passos deste protocolo, as células devem ser mantidas no gelo.

2.2.9.2. Electroporacéo e transformacao

Para cada transformacdo, foi preparado um tubo Falcon contendo 1 ml de uma
solugédo 1M sorbitol, autoclavada, e um tubo de 1,5 ml contendo 5 ul do DNA a transformar
(dialisado). Ambos os tubos, juntamente com uma cuvete de electroporacdo de 0,2 cm,
foram mantidos no gelo. Foram entdo adicionados 40 ul de células aos tubos contendo o
DNA; a mistura foi agitada suavemente e incubada no gelo durante 5 minutos. A suspensao
foi de seguida colocada na cuvete e sujeita a electroporacgdo nas seguintes condicdes:

C =25 uF; PC =200 ohm; V =1,5kV

Imediatamente ap0s a electroporacdo, foi adicionado 1 ml de 1M sorbitol
autoclavado, e as células ressuspensas suavemente. Foram plaqueados 200 pl por cada

caixa de meio selectivo e estas incubadas durante 48-72 horas a 30 °C.

24



MATERIAIS E METODOS

2.2.9.3. Conjugacao

Para realizar a conjugacdo de leveduras é necessario que as células intervenientes
sejam de tipos diferentes, MATa e MATa. Cada um destes tipos de células produz
feromonas de acasalamento diferentes, a e o, respectivamente, que promovem a fusdo das

células durante a conjugacdo. Estas feromonas sdo reconhecidas por receptores especificos
na membrana da levedura (70).

Clones A Clones B Clones A Clones B
: : Q |
==
lu
Clones AB Clones A Clones A Clones B

p06 ‘g sauo|D
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Figura 4 - Esquema exemplificativo do protocolo de conjugacdo. Cada circunferéncia representa uma
caixa de Petri. As cores variam para diferenciar os meios: a cor salméo, Ill, representa 0 Unico meio ndo
selectivo; a cor cinza (Meio 1V), representa o meio selectivo para clones resultantes da conjugacao entre A e
B. A terminologia no nome dos clones é apenas ilustrativa. Os circulos representam coldnias isoladas e as
linhas representam riscados de células.

Apos obter transformantes de leveduras MATa e MATa, como descrito no
protocolo anterior, as colonias transformadas foram repicadas (I, fig. 4). As caixas foram
incubadas durante 48-72 horas a 30 °C, ap0s o que as coldnias foram de novo repicadas
para caixas de meio selectivo, num padrdo em linha (uma linha para cada colo6nia; I, Fig.
4). As caixas foram incubadas durante 48-72 horas a 30 °C. Apds o crescimento foram
feitas réplicas das duas linhas diferentes de levedura, para a mesma caixa de meio néo
selectivo. A réplica é feita de modo a que as duas linhas formem um angulo de 90° uma em

relacdo a outra (I1l, Fig. 4). As caixas sdo incubadas 48-72 horas, e depois as células
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(englobando as duas linhas iniciais) sdo repicadas para meio selectivo e incubadas a 30 °C
durante 48-72 horas. Os conjugantes sdo isolados nos locais de intercepgédo das duas linhas
celulares (IV, Fig. 4).

2.2.10. Reacgdo em cadeia da polimerase do DNA (PCR)

Esta técnica recorre a uma polimerase do DNA termo-estavel e de elevada
fidelidade, a um DNA molde, e oligonucleotideos iniciadores para, na presenca de
desoxirribonucle6tideos (dNTPs), amplificar exponencialmente uma regido especifica do
DNA molde. Os iniciadores sdo sequéncias de DNA que hibridam com o DNA e definem
os limites de regido a amplificar. A amplificacdo exponencial € possivel devido a existéncia
de varios ciclos repetitivos de 3 etapas, desnaturacdo (abertura da cadeia dupla de DNA),
hibridacdo dos iniciadores ao DNA e extensdo/polimerizagéo pela polimerase de DNA. A
duracdo e a temperatura a que decorre cada etapa, bem como o numero de ciclos, variam
consoante as enzimas utilizadas a extensdo e a sequéncia dos iniciadores, e a quantidade
inicial de DNA molde (131). As polimerases de DNA foram utilizadas de acordo com 0s
protocolos fornecidos pelos fabricantes: Phusion™, (Finnzymes, Thermo Fisher Scientific
Inc.) e Taq, (Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc.). A polimerase Taq ndo tem
capacidade de correccdo de erros e por isso, apresenta uma taxa de incorporacdo erronea de
nucleotideos muito superior a Phusion (que tem actividade correctiva). Devido a esta
diferenga, a Taq foi apenas utilizada em reacgOes para a verificagdo da estrutura de
plasmideos ou loci cromossomais, enquanto as amplificagbes com o objectivo de gerar

fragmentos para sub-clonagem foram efectuadas com a Phusion.

2.2.11. Electroforese de acidos nucleicos em geis de agarose

Para verificar a presenca de fragmentos de DNA, estes foram sujeitos a
electroforeses em géis de 1-2% de agarose em tampao TAE 1X, dependendo da gama de
tamanhos moleculares a resolver. Os geis foram corridos na presenca de brometo de etideo,
a uma concentracao de 0,001% (v/v). Antes da aplicacdo em gel, foram adicionados 5 pl de

tampdo da laranja G a cada amostra. Os géis foram corridos a uma voltagem constante de
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100 V, e o DNA visualizado sob radiagdo UV de baixo comprimento de onda (205 nm).

Solucgdes utilizadas descritas na tabela 3 em anexos.

2.2.12. Manipulagdes enzimaticas do DNA

As manipulacbes enziméaticas do DNA, mediante o uso de enzimas de restrigdo e de
modificacdo foram realizadas de acordo com os métodos gerais descritos por Sambrook et
al. (131).

2.3. Técnicas bioquimicas

2.3.1. Determinacdo da actividade da enzima B-galactosidase

A enzima B-galactosidase é codificada pelo gene lacZ e consegue hidrolisar o
substrato cromogénico o-nitrophenyl-f-D-galactoside (ONPG). Fusdes transcricionais, nas
quais o promotor de interesse dirige a transcri¢do do gene lacZ no organismo sob estudo,
permitem avaliar a transcricdo a partir desse mesmo promotor, medindo a hidrolise de
ONPG (presente em excesso) pela B-galactosidase (97). Esta quantificacdo é apresentada
em unidades de Miller (ver abaixo). As soluces utilizadas nestes ensaios estdo

apresentadas na tabela 6 em anexos.

2.3.1.1. Em B. subtilis

Foi feito um pré-indculo em 5 ml de LB, a partir de coldnias frescas, e este
incubado durante a noite a 37 °C com uma agitacdo orbital de 80 rpm. No dia seguinte
foram inoculados 30 ml de DSM suplementado, para uma DOggo de 0.05, e a cultura foi
incubada a 37 °C a uma agitacdo orbital de 150 rpm. O crescimento foi seguido medindo a
DOsno a intervalos de 30 minutos. Foi representado uma curva de crescimento para calcular
o final da fase exponencial/inicio da fase estacionaria, definido como o inicio da
esporulacdo (T0O). A partir deste ponto, foram retiradas amostras de 300 ul para tubos de 2
ml, a intervalos de 30 minutos (a0 mesmo tempo que era determinada a DOggp). As células
foram colhidas por centrifugacdo durante 5 minutos a 13000 rpm (numa microcentrifuga) a

TA. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento mantido a -20 °C até ao tempo do ensaio.
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Para o ensaio de actividade, foram adicionados ao sedimento 300 pl de tampédo A e
700 pl de tampéo Z. O sedimento foi ressuspenso e de seguida foram adicionados 10 pl de
tolueno. A suspensdo foi agitada durante 10 segundos a velocidade méaxima de um agitador
de vortex. Os tubos foram entdo transferidos para um banho a 28 °C e incubados 10 min
com a tampa fechada e mais 20 min com a tampa aberta para a evaporacdo do tolueno.
Foram entdo adicionados 200 ul de solucdo de ONPG, a mistura agitada durante 3
segundos num agitador de vortex e imediatamente transferida para um banho equilibrado a
28 °C. Apos o desenvolvimento de cor amarela nas amostras, ou apds um tempo apropriado
para o desenvolvimento de cor nas amostras de controlo positivo, a reac¢do foi terminada
por adicdo de 500 ul 1M Na,COg, e as amostras centrifugadas durante 5 min a 13000 rpm
(numa microcentrifuga) a TA. O sobrenadante foi transferido para uma cuvete e foi lida a
absorvéancia a 420 nm. A actividade da enzima p-galactosidase foi determinada com

recurso a equacao abaixo, e expressa em unidades de Miller:

Actividade da B-galactosidase = 1,000 x DOz / (t X V X DOgoo)
t- tempo de incubacgéo
V- volume de amostra retirado para centrifugagdo aquando o crescimento.

ODgoonm- Asoonm de 1 ml de cultura

2.3.1.2 Em Saccharomyces cerevisiae

Ensaio em meio liquido. Um pré-inoculo crescido durante a noite em meio
selectivo SD a 30 °C com uma agitacdo orbital de 120 rpm, foi diluido 5x em 8 ml de meio
YPD. A cultura foi incubada a 30 °C durante 3-5 horas a uma rotagdo orbital de 230-250
rpm até apresentar uma DOgoonm entre 0,5 e 0,8. Foram transferidos 1,5 ml de cultura para 3
tubos e estes foram centrifugados a 13000 rpm (numa microcentrifuga), durante 30
segundos a TA. O sobrenadante foi eliminado e o sedimento foi ressuspenso em 1 ml de
tampdo Z. De novo, o material celular foi colhido por centrifugacdo (como no passo
anterior), e ressuspenso em 300 ul de tampéo Z. Foram entéo transferidos 100 pl para um
tubo de 1,5 ml, e este sujeito a trés ciclos de imersdao em azoto liquido (30-60 segundos) e

transferéncia para 37 °C (também durante 30-60 segundos). Finalmente, foram adicionados
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700 pl de tampédo Z contendo B-mercaptoetanol e logo apo6s foram adicionados 160 ul de
uma solugdo do substrato ONPG. Os tubos foram incubados num banho a 30 °C até se
verificar o desenvolvimento de cor amarela, apos o que foram adicionados 400 ul de uma
solugdo 1 M de Na,COg, para terminar a reac¢do. A mistura foi centrifugada a 13000 rpm
numa microcentrifuga durante 10 minutos, transferida para uma cuvete de plastico e foi lida
a absorvancia do sobrenadante a 420 nm. Foi preparado um branco sem substituindo o
material celular por tampao Z, de acordo com o protocolo acima. A actividade da enzima J3-

galactosidase (expressa em unidades de Miller), foi determinada recorrendo a equagao:

B-galactosidase = 1,000 X ODyzo / (t X V X ODggo)
t- tempo de incubagéo
V- 0,1 (ml) x factor de concentracdo (= 5, ressuspensdo em 300 pl a partir de 1,5 ml)

ODGOOnm' Asoonm de 1 ml de cultura

Ensaio em meio sélido. Apds o crescimento das estirpes de interesse em
caixas de agar durante 2-4 dias, foi colocado por cima das col6nias um pedaco circular de
papel de filtro 3MM e este pressionado suavemente para que as colonias ficassem coladas
ao papel. O circulo de papel foi entdo retirado com cuidado, e mergulhado em azoto
liquido. Apods cercas de 10s, estes foi retirado e deixado a TA até descongelar. Este passo
foi feito um total de trés vezes. Um outro pedaco circular de papel de filtro, com as mesmas
dimensGes, foi mergulhado numa solucdo de tampédo Z contendo X-gal, e sobreposto ao
pedaco contendo as coldnias (estas viradas para cima), evitando bolhas de ar. O conjunto
foi deixado a TA, protegido da luz, por um periodo de tempo definido, ou até ao

desenvolvimento de cor azul para o controlo positivo da experiéncia.

2.3.2. Determinagéo qualitativa da actividade enzimatica da a-amilase

As estirpes de B. subtilis contendo o gene codificante para a a-amilase, amyE,
intacto, tém a capacidade de degradar o amido. Ndo sendo essencial, este locus é muitas
vezes utilizado para a inser¢do, por duplo cross-over de fusfes de promotores a genes

reporter ou de fragmentos de DNA para testes de complementacao. A insercéo interrompe o
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gene amyE eliminando a producdo da o-amilase e resultando na incapacidade de
degradacdo de amido. Como um teste rapido pra verificar inser¢des no locus amyE, as
estirpes ou col6nias a testar sdo inoculadas numa caixa de LB agar com amido. Apos
crescimento, é adicionada uma solucéo de iodo, corante de iodo, que forma um complexo
de cor azul com o amido. Sendo que a a-amilase é secretada, as colonias que produzem a
enzima exibem um halo em seu redor, onde o amido foi degradado e portanto ndo ha
reac¢do com o iodo. Como o iodo tem actividade antimicrobiana, além de que a adicdo da
solucdo de iodo as caixas pode resultar em contaminagdo cruzada, o teste € realizado em
caixas-réplica (1, 28, 30).
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3. RESULTADOS

O genoma de B. subtilis codifica para uma segunda proteina, o produto do gene
yabK, com uma estrutura muito semelhante a CsfB, o anti-sigma capaz de inibir 6%, O
alinhamento entre CsfB e YabK é representado na figura 5B. Tal como CsfB, YabK é uma
proteina pequena (76 aminoacidos, ou 8.8 kDa) com 4 cisteinas e duas tirosinas formando
um motivo de ligacdo de Zn** (fig. 5B). Estudos anteriores mostraram que as cisteinas e as
tirosinas conservadas sao importantes para a funcdo de CsfB no controlo da actividade do
factor o durante a esporulacdo (75, 122). Ambas as proteinas sdo conservadas em
organismos esporulantes (fig. 5B). Tal como csfB, o gene yabK é transcrito no pré-esporo
sob o comando de c" (143). Quando inici4mos este trabalho, a fungdo de YabK durante a
esporulacdo era desconhecida. A semelhanca entre as duas proteinas levantou a questdo se a
sua funcdo durante a esporulacdo é diferenciada ou antes redundante. Neste trabalho, a

funcédo de yabK durante a esporulagéo foi investigada em pormenor.

3.1. A estrutura do operado yabK-mfd.

yabK é o primeiro gene de um operao bi-cistronico, que também inclui o gene mfd.
Este dltimo codifica para o factor de acoplamento transcricdo/reparacdo complexo
(“transcription-repair coupling factor” ou TRCF). (fig. 5A). Mfd reconhece polimerases do
RNA que se encontram bloqueadas durante o processo de transcricdo, e promove a
dissociagdo do complexo polimerase/DNA/MRNA, de modo a libertar o transcrito e a
enzima (125). Em casos em que o bloqueio da polimerase do RNA se deve a danos no
DNA, é também a proteina Mfd a responsavel pelo recrutamento da maquinaria de
reparacdo do DNA (125). Este operdo € ladeado por dois genes expressos durante a
esporulacdo. spoVC que codifica para uma hidrolase de peptidil-tRNA (96) e spoVT que

codifica para um regulador da expresso de genes dependentes de c° (5).
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Figura 5 — O operdo yabk-mfd. (A). Os genes yabk e mfd sdo transcritos a partir de um promotor
reconhecido por o™ e ¢®, e formam um operdo. Este oper&o esta rodeado por dois genes que sdo transcritos
também durante a esporulacdo, spoVC e spoVT, como indicado. esporulagdo. As linhas a seguir as
designacdes pJB1, pJB2 e pJB4 referem-se as regides do DNA clonadas nos plasmideos indicados, com o
simbolo “ () ” designando uma regido do DNA removida mantendo a grelha de leitura do gene mfd. (B) A
proteina YabK mostra-se conservada em diferentes espécies, onde se verifica também um elevado grau de
semelhanga entre ortélogos do factor anti-sigma G, CsfB. Estdo representadas varios alinhamentos das
proteinas YabK (em cima) e CsfB (em baixo) de diferentes espécies de Bacillus e outros organismos
aparentados, selecionados. Nas sequéncias de aminodacidos, os residuos idénticos ou similares em mais de
50%, estdo identificados a preto ou cinzento respectivamente. As regides Cys-X-X-Cys (CxxC) e Tyr-X-X-
Tyr (YxxY) conservadas presentes nas familias ortlogas YabK e CsfB estdo indicadas. A figura retirada e
mantida como a original de Camp. et al. (16).

3.2. A transcricdo do gene yabK ¢ activada especificamente no pré-esporo

De modo a verificar onde e quando era expresso o operdo yabK-mfd durante a
esporulacgdo, foi construida uma fusdo transcricional do promotor do operdo ao gene que
codifica para a proteina fluorescente amarela, yfp. Primeiro, o gene yfp (750 pb) foi
amplificado utilizando os oligonucleotideos iniciadores yfpD e yfpR (ver tabela 7) e como
molde o plasmideo pKL183 (88). O fragmento obtido foi inserido no vector pMLK83 (77)
apos digestdo com EcoRI e Hindlll, dando origem ao plasmideo pJB3 (ver Fig. 5A). A
regido promotora do operao yabK-mfd (do nucleotideo -236 até a posicéo -8 relativamente a
adenina do coddo de iniciacdo) foi amplificada por PCR com os oligonucleotideos

yabK437D e yabK698R usando como molde DNA cromossomal de uma estirpe selvagem.
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O fragmento de 242 pb obtido foi digerido com Sall e Hindlll e inserido em pJB3 digerido
com as mesmas enzimas, dando origem a pJB4. pJB4 foi usado para transformar B. subtilis
MB24, seleccionando para transformantes resistentes a neomicina. Esperava-se que 0S
transformantes resultantes do cruzamento resultassem de uma integracdo por cross-over
duplo no locus ndo essencial amyE. Assim, os transformantes foram rastreados para um
fenotipo Amy’, i.e., incapacidade de produzirem a enzima o-amilase (ver material e
métodos, 2.3.2.). Foi escolhida uma colénia Amy™ e a estirpe correspondente denominada
de AH9509. Esta estirpe transporta uma fuséo entre o promotor do gene yabK e o gene
reporter yfp, inserida no locus amyE (amyE::Pyank-yfp).

Para determinar o padrdo de expressdo do promotor em estudo, a acumulacéo de
YFP em células da estirpe AH9509 foi seguida durante o crescimento e a esporulacdo em
meio DSM (fig. 6). Verificou-se a producdo de fluorescéncia no pré-esporo 2 horas apds o
inicio da esporulagdo (T2), coincidente com o fim da formacao do septo assimétrico, e a
consequente activacio de o™ no pré-esporo (fig. 6, estrela, sem septo n&o ha fluorescéncia).
A fluorescéncia mantem-se confinada ao pré-esporo apds a finalizacdo do processo de
envolvimento do pré-esporo pela célula mée (T4) e até ao final do processo de esporulacao
(T6). Na Figura 6 verifica-se a auséncia, nos estagios tardios da esporulacao (i.e., apos a
conclusdo do processo de envolvimento do pré-esporo pela célula mée), da coloracdo da
membrana do pré-esporo. Esta auséncia de marcacdo das membranas do esporo, deve-se a
incapacidade do corante lipofilico FM4-64 atravessar o citoplasma aquoso apos a conclusao
do processo de envolvimento (fig. 6, setas brancas). Deste modo, o corante FM4-64 permite
monitorizar o final da sequéncia do envolvimento. Como a activagéo do factor ¢ coincide
com a concluséo do processo de envolvimento, o corante FM4-64 permite também definir
com precisdo a activagédo deste factor sigma. Em concluséo, os nossos resultados mostram
que a expressao do operdo yabk-mfd é confinada ao pré-esporo e devera ser activada sob o
comando de o', logo ap6s a formagao do septo assimétrico. Esta observacao esta de acordo
com estudos anteriores, em que foram utilizados arrays de DNA (143). As expressoes de
yabK mantém-se apo6s a finalizacdo do envolvimento do pré-esporo pela célula mée (fig. 6),

altura em que o® dirige o programa de expressdo génica do pré-esporo. Os Nossos
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resultados sugerem assim que a expressao do gene yabK deve continuar no pré-esporo,

ap6s a concluséo do envolvimento, sob a direcgdo de o°.
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Figura 6 - yabK é transcrito sob o comando de ¢" e de 6®. A figura ilustra o padréo de expressio da fusdo
Pyank-yfp em culturas da estirpe AH9509 (amyE::Pqk-yfp) em meio de esporulacdo (DSM). As amostras
foram retiradas nos tempos (T, indicados em horas) a partir do inicio da esporula¢do, marcadas com o corante
de membrana FM4-64 e visualizadas por microscopia de contraste de fase (CF) e de fluorescéncia com filtros
padrdo para a YFP (proteina fluorescente amarela) e 0 FM4-64.

3.3. A proteina YabK é necessaria para a esporulacdo e regula a expressao
genética no pré-esporo

Para a caracterizagdo funcional de yabK e mfd durante a esporulagdo foram
construidos mutantes de insercdo nestes genes. Uma vez que yabK e mfd pertencem ao
mesmo operdo foram produzidas mutagbes de eliminagdo em fase, de modo a que a

mutacdo do gene yabK ndo interferisse com a expresséo do gene a jusante. Os genes foram
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amplificados por Splicing by Overlaping Expression PCR (SOE-PCR (65)) com os
oligonucleotideos iniciadores yabK236D, yabK717R, yabK874D e yabK1318R para o gene
yabK e mfd1219D, mfd1749R, mfd4000D e mfd4507R para o gene mfd. Esta amplificacdo,
ocorreu em duas fases. Primeiro amplificou-se parte dos genes com dois grupos de
iniciadores e posteriormente com a sobreposicdo dos fragmentos resultantes amplificou-se,
com os iniciadores externos, o fragmento final Unico (65). Deste modo foi eliminada, no
caso de yabK a regido compreendida entre os coddes 6 e 58, e no caso de mfd foi eliminada
a regiao entre os coddes 250 e 1000. Os fragmentos finais foram digeridos com Sall e Bglll
e inseridos no plasmideo pMAD (3) digerido com as mesmas enzimas, desse modo
originando os plasmideos pJB1 (yabK) e pJB2 (mfd) (fig. 5A). Estes plasmideos foram
utilizados para transformar a estirpe Spo* M24 de B. subtilis. pMAD é um vector vai-vém
(shuttle) construido para inser¢Ges/eliminacGes em bactérias de gram positivas. Este vector
permite em placas com X-Gal fazer uma discriminacdo colorimétrica, azul-branco, para
verificar a presenca do plasmideo na célula. O plasmideo contém uma origem de replicacdo
sensivel & temperatura. A temperatura permissiva (<37 °C), comporta-se como um
plasmideo replicativo que é mantido na célula caso haja pressao selectiva, neste caso para
resisténcia ao antibidtico eritromicina (3). A temperatura ndo permissiva (> 28°C), o
plasmideo pode integrar por cross-over simples e reciproco (mecanismo de Campbell) no
genoma. A propagacdo destes transformantes na auséncia de seleccdo permite a
identificacdo de clones onde o plasmideo foi excisado, deixando a mutacdo de eliminacdo
em fase para mfd e yabK no genoma ndo deixando qualquer marca de resisténcia ao
antibiotico associado. Os transformantes obtidos foram confirmados por PCR e
denominados de AH9511 (AyabK) e AH9512 (Amfd). Posteriormente foi introduzida nestas
estirpes uma fusdo transcricional do gene reporter lacZ ao promotor do gene SspE,
dependente de c® (104), e uma fusdo transcricional do gene repérter cfp também ao
promotor do gene sspE, dando origem as estirpes AH9517 e AH9522, respectivamente. Os
mutantes duplos csfB yabK e csfB mfd foram obtidos por transformacdo das estirpes
contendo as respectivas mutacdes de eliminacdo em fase e as fusGes transcricionais ao
promotor sspE, com DNA cromossomal do mutante AcsfB::km, originando as estirpes
AH9523 e AH9520, respectivamente.
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Figura 7 - yabK é necessario para a esporulacdo. (A) A figura representa a eficiéncia de esporulacdo das
estirpes indicadas, expressa como a percentagem do titulo de esporos resistentes ao calor apés 24 horas de
crescimento/esporulagdo em meio DSM, em func¢&o do titulo obtido para a estirpe selvagem. Foram estudadas
as seguintes estirpes: AH6567 (wt, AssSpE::sspE-lacZ AyycR::sspE-cfp), AH9517 (AyabK, AyabK
ASSpE::sspE-lacZ AyycR::sspE-cfp), AH9523 (AyabK AcsfB, AyabK AsspE::sspE-lacZ AyycR::sspE-cfp
AcsfB::km), AH9522 (Amfd, Amfd AsspE::sspE-lacZ AyycR::sspE-cfp) e AH9520 (Amfd AcsfB, Amfd
AsspE::sspE-lacZ AyycR::sspE-cfp AcsfB:km). (B) A activacdo dependente de o® de Psspe-lacZ  foi
monitorizada durante a esporulagdo para as estirpes selvagem AH6567 (circulo cheio, AsspE::sspE-lacZ
AyycR::sspE-cfp), AH9517 (quadrado cheio, AyabK AsspE::sspE-lacZ AyycR::sspE-cfp), AH6568 (circulo
vazio, ASSpE::sspE-lacZ AyycR::sspE-cfp AcsfB::km) e AH9523 (quadrado vazio, AyabK AsspE::sspE-lacZ
AyycR::sspE-cfp AcsfB::km). (C) A activagdo dependente de c® de Pspe-lacZ foi monitorizada durante a
esporulagdo para a estirpes selvagem AH9667 (circulo cheio, AsspE::sspE-lacZ AyycR::sspE-cfp), para
AH9522 (quadrado cheio, Amfd AsSpE::sspE-lacZ AyycR::sspE-cfp), AH6568 (circulo vazio, ASSpE::SSpE-
lacZ AyycR::sspE-cfp Agin::km) e AH9520 (quadrado vazio, Amfd AsspE::sspE-lacZ AyycR::sspE-cfp
AcsfB::km). O tempo é indicado em horas ap6s o inicio da esporulagéo.

De forma a determinar se yabK e/ou mfd teriam um papel durante o processo de
esporulacdo as diferentes estirpes contendo as mutagdes de eliminagdo em fase foram
crescidas em meio liquido de esporulacdo (DSM), e a eficiéncia de esporulacdo foi

determinada (ver material e métodos, 2.1.3.). Na auséncia de Mfd, quer num fundo
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selvagem quer na auséncia de CsfB, a eficiéncia de esporulacdo € reduzida para metade em
relagdo ao observado para uma estirpe selvagem. Esta diminuigdo na eficiéncia de
esporulacdo podera estar relacionada com a fungdo que esta proteina desempenha na
reparacdo do DNA (fig. 7A). A mutacdo csfB ndo tem qualquer efeito detectavel na
eficiéncia da esporulacdo (24). No mutante yabK a eficiéncia de esporulacdo é 2,8%
daquela observada para a estirpe selvagem (fig. 7A). Este resultado mostra que yabK é
necessario para a eficiéncia da esporulagdo. Surpreendentemente, o duplo mutante AyabK
AcsfB produz 10 vezes mais esporos que o mutante simples yabK (21.3%; fig. 7A). Este
resultado leva a crer que qualquer que seja a funcéo de yabK durante a esporulacgéo, a sua
necessidade pode ser parcialmente suprimida pela auséncia de csfB.

Visto que os resultados expostos acima sugerem uma a existéncia de uma interaccao
funcional entre yabK e csfB, a actividade de c° foi estudada em pormenor nestes mutantes.
Para isso a expressao da fusdo sspE-lacZ foi seguida monitorizando a actividade da enzima
B-galactosidase durante o crescimento e a esporulacdo em DSM. Na estirpe selvagem
AHG6567 (sspE::sspE-lacZ), e de acordo com resultados anteriores (138), a fusdo sspE-lacZ
é activada quatro horas ap6s o inicio da esporulacdo, o que coincide com a conclusdo do
processo de envolvimento do pré-esporo pela célula mée na maioria da populagdo celular
(fig. 7B e C). A expressao da fusdo atinge um maximo por volta da hora 6 da esporulacao.
Também de acordo com resultados anteriores (15, 24, 139), a mutagdo AcsfB causa um
padrdo de expressao de sspE-lacZ bi-modal. O primeiro pico de expresséo ocorre por volta
da hora 2 de esporulacéo, ap6s o0 que decresce para voltar a aumentar na altura da concluséo
do envolvimento (fig. 7B e C). O primeiro periodo de expressdo ocorre em células pré-
divisionais (139). O segundo pico de expressdo da fusdo coincide com o periodo de
actividade do factor ¢® na estirpe selvagem. Quando YabK ndo est4 presente verifica-se
que a expressdo da fusdo sspE-lacZ, embora com um padrdo semelhante ao obtido na
estirpe selvagem, decresce consideravelmente (fig. 7B). Este resultado indica que yabK sera
necessério para a correcta activagdo de o durante a esporulagdo. Esta observacio podera
explicar o decréscimo na eficiéncia de esporulacdo obtida no mutante para este gene (ver
acima). O duplo mutante AyabK AcsfB apresenta 0 mesmo padréo bi-modal de expresséo

de sspE-lacZ observado para o mutante simples AcsfB, com niveis de actividade de B-
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galactosidase muito semelhantes ao deste Gltimo (fig. 7A). Ou seja, no mutante duplo os
niveis de actividade de o® durante a esporulacdo s&o restaurados para os niveis selvagens.
Esta observacdo podera pelo menos em parte explicar o aumento de 10 vezes na eficiéncia
de esporulacgdo observado para o mutante duplo AyabK AcsfB (fig. 7A). Como a eliminacéo
de csfB restaura totalmente a actividade de o no mutante yabK mas ndo a eficiéncia de
esporulacdo, concluimos que yabK devera ter uma outra funcéo durante a esporulacdo. De
facto, durante o decorrer deste trabalho foi publicado um estudo onde se identifica YabK
como um novo regulador negativo da actividade de " (16). A inibicdo da actividade de o™
ser4 necessaria para a eficiente activacéo do factor sigma seguinte do pré-esporo, o°. Na
auséncia de YabK observa-se um aumento da actividade do factor o~ e uma consequente
diminuicdo na actividade do factor o®. Este efeito leva a uma diminuigdo na eficiéncia de
esporulacéo.

A mutacdo mfd parece ndo ter qualquer impacto na expressdo da fusdo sspE-lacZ
(fig. 7C) e consequentemente na actividade de c®. Este resultado mostra que o fenétipo
observado no mutante AyabK ndo é devido a um efeito polar da mutacdo nos genes a

jusante (ver sequéncia fig. 5A).

3.4. YabK pode ser substituido pelo anti-sigma CsfB durante a esporulacdo

YabK como sugerido acima, regula negativamente " permitindo que haja a
correcta transicdo para o factor sigma seguinte, °, no pré-esporo. Resultados publicados
recentemente (139) demonstraram que CsfB interage directamente com o° e que as
semelhancas entre os factores o~ e o permitem que uma Unica mutacéo no factor sigma c"
(E39N, substituicdo no residuo 39 de um &cido glutdmico por uma asparagina) permita o
seu reconhecimento por CsfB. O proximo passo foi verificar se CsfB conseguiria substituir
YabK no pré-esporo, inibindo uma forma de " contendo a mutacdo E39N (deste ponto em
diante referida simplesmente como E39N), possibilitando assim a correcta transicdo de c"
para o° (fig. 8A). Para este efeito uma mutacdo de eliminacdo para o locus spollA
(codificante para ) e uma cépia do operdo spollA selvagem ou contendo o alelo E39N

inserida no locus ndo essencial amyE, foram introduzidas no mutante AyabK.
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Posteriormente, foi introduzida nestas estirpes uma fusdo transcricional do promotor do
gene sspE, dependente de c® (104), ou do promotor do gene lonB, dependente de c" (137),
ao gene reporter lacZ (ver tabela 8, Anexos).

Em primeiro lugar as estirpes foram crescidas em meio liquido de esporulagdo, e a
eficiéncia de esporulacdo foi determinada (ver material e métodos, 2.1.3.). Tal como
esperado (ver acima), no mutante yabK a eficiéncia de esporulacdo foi 0,2% da observada
para a estirpe selvagem (fig. 8B). O duplo mutante AyabK E39N produz cerca de 50 vezes
mais esporos que o mutante simples yabK (11,4%; fig. 8B). Este resultado é importante:
indica que em condicBes em que CsfB interage com o', a eficiéncia de esporulagdo do
mutante AyabK é parcialmente restaurada.

Decidimos entdo investigar a expressdo dependente da actividade de c" e de o®
nestas estirpes. Para isso a expressdo das fusdes lonB-lacZ e sspE-lacZ foi sequida medindo
a actividade da enzima B-galactosidase durante o crescimento e a esporulacdo em DSM. Na
estirpe selvagem AH9559 (AspollA::sp AamyE::spollABCwt lonB::lonB-lacZ), e de acordo
com resultados anteriores (137), a fusdo lonB-lacZ é activada duas horas ap6s o inicio da
esporulacdo, o que coincide com a formacdo do septo assimétrico na maioria da populacdo
celular (fig. 8C). A expressdo da fusdo atinge um méaximo por volta da hora 5 da
esporulagdo. Tambem de acordo com resultados anteriores (16), a mutagdo AyabK aumenta
a expressdo da fusdo lonB-lacZ (fig. 8C). Como antecipado, a mutacdo E39N ndo tem
qualquer efeito na expresséo da fusdo lonB-lacZ num fundo selvagem (139) (fig. 8C). Pelo
contrario, o duplo mutante AyabK E39N exibe uma redugdo na expressdo de lonB-lacZ
guando comparado com o mutante simples AyabK (fig. 8C). Este resultado indica que na
auséncia de YabK, CsfB é capaz de inibir parcialmente a forma E39N de o". Esta inibic&o
parece ser suficiente para restaurar a correcta activagédo de o°, ja que no duplo mutante a
expressao da fusdo sspE-lacZ ocorre a niveis semelhantes aos observados numa estirpe

selvagem (fig. 8D).
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Figura 8 - CsfB consegue substituir YabK durante a esporulagdo. (A) O esquema ilustra as interac¢es
regulatérias entre o', c® e CsfB, bem como a possibilidade de CsfB poder substituir YabK. As linhas a
tracejado representam regulacgdo transcricional, e as linhas fechadas representam uma interacgdo proteina-
proteina. (B) A figura indica a eficiéncia de esporulacdo das estirpes indicadas, expressa em percentagem do
titulo de esporos resistentes ao calor observado ap6s 24 horas de crescimento/esporulagdo em meio DSM
(tabela 1, Anexos), em funcdo do valor obtido para a estirpe selvagem. As estirpes estudadas foram as
seguintes: AH9559 (wt, AlonB::lonB-lacZ AspollA::sp AamyE::spollA), AH9560 (" =, AlonB::lonB-lacZ
AspollA::sp  AamyE::spollA¥™),  AH9557 (AyabK o™, AyabK AlonB:lonB-lacZ  AspollA::sp
AamyE::spollA) e AH9556 (AyabK o™, AyabK AlonB::lonB-lacZ AspollA::sp AamyE::spollAF*™Y). (C) A
activacdo dependente de c" de Pyos-lacZ foi monitorizada durante a esporulacéo para as estirpes selvagem
AHO9559 (circulo cheio, AlonB:lonB-lacZ AspollA::sp AamyE::spollA), AH9560 (quadrado cheio,
AlonB::lonB-lacZ AspollA::sp  AamyE::spollA™), AH9557 (circulo vazio, AyabK AlonB::lonB-lacZ
AspollA::sp  AamyE::spollA) e AH9556 (quadrado vazio, AyabK AlonB::lonB-lacZ AspollA::sp
AamyE::spollA®*M). (D) A activagdo dependente de c° de Py,e-lacZ foi monitorizada durante a esporulagéo
para a estirpe selvagem AH6651 (circulo cheio, ASSpE::sspE-lacZ AspollA::sp AamyE::spollA), e para as
estirpes AH6659 (quadrado cheio, AsspE::sspE-lacZ AspollA:sp AamyE::spollA=™N), AH9535 (circulo
vazio, AyabK AsspE::sspE-lacZ spollA::sp AamyE::spollA) e AH9533 (quadrado vazio, AyabK AsspE::sspE-
lacZ spollA::sp AamyE::spollA¥**™). Nos painéis C e D, o tempo (em horas) refere-se ao inicio do processo da
esporulacdo (ou TO).
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Em conjunto estes resultados demonstram que CsfB tem o potencial de substituir
YabK durante a esporulagéo. O facto de ser observado um efeito parcial parece indicar que

as proteinas CsfB e YabK actuam de modo diferente na inibicéo de "

3.5. YabK néo interage directamente com nenhum dos factores sigma que
controlam a esporulagéo

Trabalhos anteriores mostraram que CsfB interage directamente com o (75, 139).
Um dos ensaios utilizados recorreu a um sistema de Yeast two hybrid (Y2H) no qual a
actividade transcricional do activador GAL4 permite detectar interac¢Oes proteina-proteina.
Baseia-se na organizacdo estrutural de alguns reguladores transcricionais, entre 0s quais
GAL4, que se compBdem por dois dominios, um de ligacdo ao DNA (BD, binding domain) e
um outro de activacao da transcricdo (AD, activation domain). Desta forma pela fusdo de
uma proteina X a um dominio e uma proteina Y a outro dominio, a interacgdo entre as
proteinas X e Y torna possivel o encontro dos dois dominios do regulador GALA4,
resultando na activacdo de um gene reporter, lacZ (25). Neste estudo usamos a mesma
técnica para investigar se YabK interage directamente com o". Em paralelo, os demais
factores sigma da esporulacdo, e o principal sigma vegetativo, o, foram também
analisados.

o”, of, 65, 6© e o™ foram fundidos ao C-terminal do dominio de ligacéo ao DNA de
GAL4, e YabK ao C-terminal do dominio de activacdo de GAL4. O gene yabK foi
amplificado por PCR usando os iniciadores yabk693D e yabk961R. O fragmento de 268 pb
foi digerido com Ncol e Xhol e inserido em pACT2 (90) digerido com as mesmas enzimas,
criando o plasmideo pJB9. Os genes que codificam para os factores sigma foram
amplificados usando os iniciadores sigA193D e sigAl1343R para 0 SigA, sSige278D e
SIgE956R para o sigE e sigk249D, sigKR, sigKD e sigk655R para sigKk (SOE PCR). Os
fragmentos obtidos de 1150 pb, 678 pb, e 726 pb, respectivamente para sigA, SigE e sigK,
foram digeridos com Ncol e EcoRI e inseridos no vector pAS2-1 (55), dando origem a
pJB18, pJB10 e pJB11, respectivamente. As restantes construcdes utilizadas, néo descritas
acima j& existiam na coleccdo do laboratorio. Estes plasmideos foram usados para

transformar S. cerevisiae nas diferentes combinacdes. A capacidade de interacgdo entre 0s
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diferentes pares de proteinas for rastreada monitorizando a expressao do gene lacZ que cujo
promotor contém uma sequéncia de activacdo reconhecida por GAL4 (fig. 9; métodos,
2.3.1.2.). Nao foi possivel detectar qualquer interaccio directa entre YabK e " e nem com
qualquer outro dos factores o testados (fig. 9A e C). Estes resultados estdo de acordo com
os obtidos por Camp et al., (16). A inibicdo de " por YabK pode ocorrer de uma forma

indirecta, ou poderd entdo necessitar de um ou mais factores presentes durante a
F

esporulacdo para interagir com o'. Alternativamente, YabK ndo liga a o7, mas sim ao
complexo formado entre " e a polimerase do RNA.
A BD B BD
_ oF oF o o - of e o &£ o
2 - @
YabK CsB 1 9 @

O
W)

60 4

=
iyl
L
e
u
1

15 +

=y
(3]
L

Actividade da [-galactosidase
(Unidades de Miller)
[¥% )
(=)
Actividade da p-galactosidase
(Unidades de Miller)
()
[=]

BD- - - ot & & K BD- - - o of & K ot

AD-  YabK - YabK YabK YabK YabK AD- CsfB - CsfB CsfB CsfB CsfB CsfB

Figura 9 - YabK n&o regula directamente nenhum factor sigma na esporulacdo. A interaccdo dentre
YabK (A e C), CsfB (B e D) e os 4 factores sigma que controlam a esporulagdo foi avaliada em células da
levedura S. cerevisiae, num sistema de dois hibridos com base no regulador GAL4. O ensaio foi conduzido
em meio sélido (A e B) ou em meio liquido (C e D). A interac¢do é avaliada mediante a capacidade das
proteinas testadas de activarem a transcri¢do do gene repdrter lacZ, e a actividade da enzima B-galactosidase é
avaliada pela hidrolise do substrato cromogénico X-Gal em meio s6lido, ou do substrato ONPG em meio
liquido. Neste Gltimo caso, a actividade da B-galactosidase é expressa em unidades de Miller (ver a sec¢do de
Material e Métodos). Os painéis indicam as proteinas produzidas como fusdes ao dominio de activagdo (AD,
activation domain) ou ao dominio de ligagdo ao DNA (BD, binding domain) do GALA4.
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3.6. CsfB interage directamente com c*

Um estudo recente revela a importancia de CsfB na inibicdo de baixos niveis de
que possam acumular indevidamente no pré-esporo (23). Decidimos por isso investigar
uma possivel interaccdo directa entre o= e CsfB recorrendo mais uma vez ao sistema de
Y2H (25). Foram utilizados plasmideos construidos durante este trabalho (ver seccédo
anterior) bem como outros ja existentes no laboratério (139). As varias proteinas de fusao
foram expressas em diferentes combinagdes em levedura e avaliada a expressao do gene
lacZ medindo a actividade da enzima B-galactosidase (fig. 9B e D). De acordo com
resultados anteriores (139), é possivel detectar a interaccdo directa de CsfB com ® mas
ndo com o' (fig. 9B e D). Estas observacdes foram aqui reproduzidas. Os nossos resultados
mostram ainda que CsfB interage directamente com o, mas ndo com o™ ou ¢”, todos eles
presentes na célula mée durante o processo de esporulacdo (fig. 9B e D). Em concluséo, o
factor anti-sigma CsfB é capaz de interagir directamente néo s6 com ¢®, mas também com
o, Esta interaccéo leva & inibic&o destes factores sigma no pré-esporo e também de ¢© em

células pré-divisionais (23, 24, 139).

3.7. A expressdo de csfB é activada na célula-mde em fases tardias do
desenvolvimento

Como ja descrito anteriormente csfB é transcrito no pré-esporo sob o comando de
o' (29). De modo a re-investigar os padrées espacial e temporal de expressdo de csfB, foi
utilizada uma estirpe contendo uma fusdo traducional de csfB ao gene gfp (green
fluorescent protein) inserida no locus ndo essencial amyE (AH6507; ver tabela 9, Anexos).
A expressdo da fusdo csfB-gfp foi monitorizada durante o crescimento e a esporulagdo da
estirpe AH6507 em DSM (fig. 10B). Estudos anteriores mostraram que esta fusdo é
funcional, complementando o fenétipo observado num mutante AcsfB (139). Tal como
esperado, verificou-se a producdo de um sinal de fluorescéncia no pré-esporo 2 horas apos
0 inicio da esporulagéo (T2), coincidente com o fim da formagéo do septo assimétrico, e a
consequente activacdo de o (fig. 10B). A fluorescéncia mantem-se confinada ao pré-

esporo até a finalizagdo do processo de envolvimento do pré-esporo pela célula mée (T4),
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momento a partir do qual diminui de intensidade neste compartimento (T6) (fig. 10B). No
entanto, a0 mesmo tempo que a intensidade de GFP diminui no pré-esporo, é possivel
detectar a acumulacdo de GFP na célula mée em células que ja finalizaram o processo de
envolvimento (fig. 10B). Estes resultados mostram que csfB é expresso ndo s6 no pré-
esporo cedo durante a esporulacdo, mas também em etapas mais tardias na célula mée. De
facto uma analise da sequéncia a montante da regido codificante de csfB (142) mostra nao

F mas também uma

sO uma sequéncia consensual para um promotor dependente de o
sequéncia consensual para um promotor dependente de c* (fig. 10A).

De modo a caracterizar esta regido promotora foram realizadas muta¢des pontuais
na regido -10 de ambos os promotores putativos de modo a eliminar esta sequéncia. Para tal
foram construidas em paralelo fusdes transcricionais de csfB ao gene reporter lacZ e fusbes
traducionais do gene csfB a gfp. O plasmideo pMS261 contendo uma fusédo traducional de
csfB a gfp, foi utilizado como molde para inserir as mutacdes pontuais nas regides -10 do
promotor o~ e do promotor o". Foi empregue o método de Quickchange (Stratagene)
utilizando os seguintes pares de oligonucleotideos iniciadores: PsigFcsfBD e R, e
PsigKcsfBD e R, respectivamente. Os plasmideos resultantes, pMS419 (mutacdes no
promotor o) e pMS426 (mutacdes no promotor ™) foram utilizados para transformar o
mutante AcsfB::km, de modo a transferir as fusdes traducionais para o locus ndo essencial
amyE (ver tabela 7, Anexos). Para determinar o padréo espacial determinado pelas regides
promotores em estudo, a acumulacdo de CsfB-GFP foi seguida durante o crescimento e
esporulacdo em DSM (fig. 10B). Na estirpe contendo a regido -10 do promotor ¢~ alterada
(AamyE::Psigk-csfB-gfp) nédo se verifica acumulagdo de GFP no pré-esporo, ao longo da
esporulacdo. No entanto, 6 horas apos o inicio da esporulacéo é possivel detectar CsfB-GFP
na célula mde em células que completaram o processo de envolvimento (tal como
monitorizado pelo padrdo de marcacdo pelo FM4-64; ver acima). Na estirpe contendo a
regi&o -10 do promotor ¢ alterada (AamyE::Psige-csfB-gfp), CsfB-GFP acumula apenas no
pré-esporo, e logo pos a divisdo assimétrica. Estes resultados mostram que estas regides
promotoras sao as responsaveis pela expresséo de csfB no pre-esporo e mais tarde na célula

mée. Estes resultados excluem também um cenario no qual o aparecimento da proteina
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CsfB na célula mée poderia decorrer de secre¢do da proteina do pré-esporo para a célula
mae.

Para a construcdo da fusdo transcricional de csfB ao gene repoérter lacZ a regido
entre as posi¢des -150 a +62 (tendo como referéncia a adenina do coddo de iniciacao) foi
primeiro amplificada utilizando os iniciadores csfB12D e csfB578R. O fragmento de 266
pb foi digerido com BamHI e inserido em pSN32 (101) digerido com Smal e BamHI, dando
origem ao plasmideo pMS384. O plasmideo pMS384 foi usado como molde para inserir as
mutacBes pontuais nas regides -10 do promotor ¢~ e do promotor ¢, pelo método de
Quickchange (Stratagene), com recurso aos seguintes pares de iniciadores: PsigFcsfBD e R,
e PsigkcsfBD e R, respectivamente. Os plasmideos resultantes, pJB6 (mutacdes no
promotor c") e pJB8 (mutagBes no promotor o) foram utilizados para transformar B.
subtilis, de modo a transferir as diferentes fusdes transcricionais ao gene lacZ para o locus
amyE. A expressdo das diferentes fusdes ao gene repérter lacZ foi seguida durante o
crescimento e a esporulacdo em DSM, medindo a actividade da enzima [-galactosidase
(fig. 10C).

VerificAmos que na estirpe contendo o promotor selvagem, a expressdo de lacZ é
activada uma hora ap6s o inicio da esporulacdo, e atinge um maximo por volta da hora 6 da
esporulacdo (fig. 10C). Na estirpe contendo a regido -10 do promotor " alterada
(AamyE::Psigk-csta-l1acZ) néo se verifica expresséo da fuséo no inicio da esporulagdo, sendo
apenas activada 4 horas apds o inicio da esporulacdo (fig. 10C). Esta actividade é abolida
na presenca de uma mutac&o no gene que codifica para o factor o (fig. 10C). Na estirpe
contendo a regido -10 do promotor ¢ alterada (AamyE::Psigr-csrs-lacZ) o padréo de
expressao da fusdo é muito semelhante ao observado para o promotor selvagem, excepto
que o segundo pico de actividade é bastante reduzido (fig. 10C). Este segundo pico sofre

uma maior reducdo quando o gene sigG é eliminado (fig 10C).

45



RESULTADOS
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Figura 10 — CsfB é expresso tarde durante a esporulacéo sob controlo de . (A) O painel representa a
sequéncia do DNA da regido regulatéria do gene csfB com os elementos -10 e -35 dos promotores
dependentes de ¢ (Psige) € de " (Psigk) indicados. Séo também representados o codéo de iniciacdo (Start) e o
local de ligacdo do ribossoma (RBS, ribosome binding site) ambos realcados com uma caixa a negro. As
sequéncias consensuais para reconhecimento por c" e por o< sdo indicadas abaixo da sequéncia. As mutagdes
pontuais efectuadas na regido -10 dos promotores indicados estdo representadas a vermelho abaixo da
sequéncia de consenso. (B) O painel mostra o perfil de expressdo das fusfes P ys-csfB-gfp durante a
esporulacéo em DSM das estirpes AH6507 (amyE::Pcs-csfB-gfp), AHG6779 (amyE:: Psge.sm-CSfB-gfp) €
AHG6728 (amyE:: Pgigk-csts-CSfB-gfp). Foram colhidas amostras das culturas e estas marcadas com o corante de
membrana FM4-64 antes de visualizacdo por microscopia de contraste de fase (CF) e de fluorescéncia
utilizando filtros padréo para a GFP (green fluorescent protein) e para o FM4-64. A barra de escala equivale a
1 pm. (C) A activacéo dependente de " e de ™ de P ge-lacZ foi monitorizada durante a esporulagio medindo
a actividade da p-galactosidase, para as estirpes selvagem AH9538 (circulo cheio, AamyE::P.p-lacz),
AH9577 (quadrado vazio, AamyE: P csm-lacZ), AH9551 (quadrado cheio, AamyE::Pgjge.css-1acZ), AH9593
(triangulo cheio, AspolllG AamyE::Pgigr.cts-lacZ) e AH9591 (triangulo vazio, AsigK::erm AamyE::Pasigk-csta-
lacZ). Nos painéis B e C, o tempo ¢ indicado em horas apds o inicio da esporulagdo (ou TO).
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Em conjunto estes resultados indicam que o gene csfB se encontra sob o controlo de
dois promotores. Um destes promotores € activado cedo no pré-esporo e é dependente de
o' e mais tarde (apds a conclusdo do processo de envolvimento), por ¢®. Um segundo
promotor € activado na célula mae numa fase tardia do desenvolvimento e é dependente de
o, Este resultado leva-nos a propor que o anti-sigma CsfB possa ter também um papel na

modulacdo da expressdo genetica na célula mée.

3.8. CsfB modula a actividade de o de uma forma directa em B. subtilis

A demonstracdo que CsfB e o interagem e que numa situagdo especifica, no pré-
esporo, a actividade de o" pode ser regulada por CsfB (23), levou-nos a testar se CsfB
poderia regular negativamente e directamente, a actividade de o- in vivo. Para tal,
construimos dois operdes artificiais, contendo o gene sigE ou sigE e csfB, sob o comando
do promotor Py, indutivel pelo IPTG. A estratégia delineada passaria pela inducéo da
producdo de o= ou de oF e de CsfB, simultaneamente, em células vegetativas de B. subtilis,
na auséncia de quaisquer outras proteinas especificas da esporulacdo. Primeiro, o gene sigE
foi amplificado por PCR com os oligonucleotideos iniciadores sige187D e sigE943R, e 0
produto de PCR de 756 pb, digerido com Smal e Bglll, foi inserido entre os mesmos locais
do vector pDH88 (a jusante do promotor Pgyac) (161), originando o plasmideo pJB12. De
seguida, o gene csfB foi amplificado por PCR com os iniciadores csfB476D e csfB780R, e
inserido entre os locais Bglll e Sphl do plasmideo pJB12. O plasmideo resultante designou-
se por pJB13. Estes plasmideos foram utilizados para transformar AH9608 (estirpe de B.
subtilis), que transporta uma fuséo transcricional Psyonp-lacZ integrado no locus spollP
(AspollIP::spollP-lacz). Este promoter e reconhecido especificamente por sigE (47). As
estirpes AH9616 e AH9617, respectivamente, resultaram da transformacdo de AH9608
com pJB12 ou pJB13 (Fig. 11A). Uma vez que SigE ou o operdo sigE-csfB é controlado
pelo promotor Pspac, @ Sua expressdo requer a adi¢édo de IPTG ao meio de cultura. Caso o"
seja activo, a expressdao do gene reporter lacZ seria detectada em caixas de meio LB
suplementadas com IPTG (1mM) e com o substrato cromogénico X-gal (80 pg/ml).
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A B Pspone-lacZ
LB + IPTG

sigE-csfB  sigE

Figura 11 - CsfB é suficiente para inibir a actividade transcricional dependente de o®. (A) O painel
ilustra a estrutura do operédo artificial sigE-csfB sob o comando do promotor indutivel pelo IPTG, Pgy,c. Esta
construcgdo foi inserida por recombinacéo de tipo Campbell no genoma, o que deixa uma segunda copia (ndo
representada) do gene sigE sob controlo do promotor nativo préprio. A fusdo transcricional entre o promotor
do gene spollP dependente de o, e 0 gene repérter lacZ esta representada. Esta construcdo foi também
introduzida por recombinacdo de Campbell, existindo uma segunda cOpia de spollP sob o controlo do
promotor nativo (nédo representada na figura). (B) As estirpes AH9616 (SigE, SigEQPgyac-SIgE spollPQspol IP-
lacZ) e AH9617 (SigE-csfB, SigEQP,c-SigE-csTB spollPQspollP-lacZ) foram crescidas durante 24 horas em
LB agar suplementado com o indutor IPTG, na presenca dos antibi6ticos selectivos e do indicador X-Gal.

Na caixa com a estirpe AH9616 (AspollP::spollP-lacZ Pgpac-SIgE), verificou-se o
desenvolvimento de cor azul (fig. 11B), resultando da hidrolise do indicador X-Gal, e
indicando a transcricdo da fuséo Psponp-lacZ. Ja para a estirpe AH9617 (AspollP::spollP-
lacZ Pgpac-SigE-CSfB), ndo se observou o desenvolvimento de cor azul (fig. 11B). A Unica
diferenca entre as duas estirpes refere-se a presenca ou a auséncia de CsfB. Em apoio e
extensdo dos resultados da analise por Y2H descritos acima (fig. 9B e D), que revelaram
uma interaccdo directa entre CsfB e ¢, estas novas observacdes sugerem que CsfB é capaz

de inibir & de uma forma directa em B. subtilis.
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4. DISCUSSAO E CONCLUSOES

A esporulacdo em B. subtilis é controlada por uma cascata de factores sigma que
sdo mantidos inactivos, por diversos mecanismos, até ao estagio de desenvolvimento em
que € necessdria a sua activacdo. A fase precoce de expressdo génica durante o
desenvolvimento ocorre desde a formacdo do pré-esporo, logo apds a divisdo assimétrica
do esporangio, até a conclusao do processo de envolvimento do pré-esporo pela célula mée.
Esta fase é controlada pelo factor ¢ no pré-esporo e pelo factor = na célula mae. A fase
tardia da expressdo génica decorre a partir do final do processo de envolvimento até a
conclusdo da diferenciacéo do esporo. Esta fase é controlada pelo factor ® no pré-esporo e
pelo factor ¢™ na célula mae. Este trabalho focou-se no estudo da funcéo de duas proteinas,
CsfB e YabK, necessarias para a transicdo entre as fases precoce e tardia da expressdo
génica durante o desenvolvimento. CsfB (64 aminoacidos, ou 7.3 kDa) é um novo tipo de
factor anti-sigma contendo Zn?* capaz de inibir % na célula vegetativa e no pré-esporo
antes da conclusdo do envolvimento (24, 75, 139). Inicialmente, CsfB é produzido no pré-
esporo sob o0 comando de ¢~ (29). YabK, tal como CsfB, é uma proteina pequena (76
aminoacidos, ou 8.8 kDa) com 4 cisteinas que podem formar um motivo de ligacdo de
Zn**(16). Tal como csfB, o gene yabK é transcrito no pré-esporo sob o comando de c"
((16, 143), este trabalho).

Uma fusdo transcricional da regido promotora de yabK ao gene reporter yfp mostrou
que a expressao de yabK se inicia cedo na esporulacdo e mantém-se até estagios mais
tardios (apds a finalizagdo do processo de envolvimento) sempre confinada ao pré-esporo
(fig. 6). Este padréo de expresséo leva a crer que este gene é transcrito sob o controlo de ¢
mas também sob o controlo de ¢®. Uma anélise do efeito de uma mutacéo de eliminagéo do
gene yabK na expressdo de genes normalmente expressos no pré-esporo revelou um
aumento na expressdo de genes sob o controlo de " (lonB; fig. 8C), e uma diminuicéo
concomitante na actividade de ¢ (sspE, Fig.7B e D). Esta alteracdo no padréo de expressao

dos genes do pré-esporo é acompanhada por uma diminuigdo de cerca de 100x da eficiéncia
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de esporulagdo (fig(s). 7A e 8B). A introducdo de uma mutacdo csfB na estirpe com a
mutacéo de eliminacdo do gene yabK leva a uma recuperacéo total da actividade do factor
o®, mas apenas a uma recuperacio parcial da eficiéncia de esporulacdo. Estes resultados
levam a crer que yabK terd uma outra funcdo durante a esporulacdo. De facto, durante o
decorrer deste trabalho foi publicado um estudo onde se identifica YabK como um novo
regulador negativo da actividade de " (16). A inibicdo da actividade de " sera necessaria
para a eficiente activacdo do factor sigma seguinte do pré-esporo, o®. Na auséncia de YabK
observa-se um aumento da actividade do factor c© e uma consequente diminuicdo na
actividade do factor o®. Este efeito leva a uma diminuicio na eficiéncia de esporulacio
(fig. 8C e D). YabK parece assim promover a transicdo entre as fases precoces (anterior a
conclusdo do processo de envolvimento) e tardia (com inicio ap6s a conclusdo do processo
de envolvimento) da expressdo génica no pré-esporo, e esta transicdo é essencial para a
eficiéncia da esporulagdo ((16) este trabalho). Como CsfB e YabK funcionam por
mecanismos diferentes na esporulacdo (ver abaixo), a capacidade da mutacdo csfB de
suprimir o fen6tipo de esporulacdo observado no mutante yabK ilustra de forma veemente a
necessidade de manter as actividades de " e de o® dentro de limites que possibilitem a

correcta transicdo entre as fase precoce e tardias do desenvolvimento.

Resultados publicados recentemente (139) demonstraram que o elevado grau de
semelhanca a nivel de estrutura primaria entre os factores o™ e ¢© permite que uma Unica
mutacdo no factor sigma o™ (E39N) possibilite a interaccdo directa com CsfB, e a sua
consequente inibic&o. Neste trabalho mostramos que a mesma mutagdo E39N no factor c© ¢
também capaz de restaurar parcialmente o padréo de expressao de genes especificos do pré-
esporo e consequentemente a eficiéncia de esporulacdo de um mutante yabK (fig. 8C e D).
Estes resultados demonstram que CsfB tem o potencial de substituir YabK durante a
esporulacdo, mas as proteinas CsfB e YabK, devem actuar de modo diferente na inibicéo de
c". CsfB é capaz de interagir directamente com a forma E39N de ¢" (139). Contudo, néo
foi possivel detectar uma interacgéo directa entre ¢* e YabK recorrendo ao sistema de dois

hibridos (fig. 9A e B). Estas observacfes estdo de acordo com os resultados de Camp e
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Losick (2011) (16), que também ndo detectaram uma interaccdo directa entre o™ e YabK
(16). Embora as duas proteinas aparentem possuir caracteristicas estruturais comuns,
deverdo ter modos de acgdo diferentes. CsfB devera funcionar como um factor anti-sigma
classico capaz de interagir com o factor sigma e prevenir a sua associa¢do com o ndcleo
catalitico da polimerase de RNA. No caso de YabK, a interaccdo com o factor sigma
podera ser dependente de um ou mais factores presentes durante a esporulacdo. Uma
possibilidade é que YabK interaja com a holoenzima contendo o', inactivando o complexo.
Existem factores de transcricdo contendo Zn?* capazes de ligar directamente @ RNAP
modulando o complexo holoenzima-promotor. Um exemplo é DksA que modula a
expressdo de promotores dependentes do factor ¢”° em E. coli (11, 89, 111, 127).
Alternativamente, YabK ndo liga a c*, nem & holoenzima, inibindo a actividade do factor
sigma de uma forma indirecta, por exemplo influenciando de alguma maneira a fisiologia
do pré-esporo. Em trabalho futuro, o mecanismo de accdo de YabK sera investigado. Uma
das linhas de trabalho envolve a purificacdo da proteina bem como da polimerase do RNA
contendo o', e serdo conduzidos estudos de transcricdo in vitro, para avaliar da capacidade
de YabK de ligar e de inibir a holoenzima. YabK pode ainda ligar directamente a regido
promotora dos genes por si regulados (via c). Uma das abordagens para testar essa ideia
envolve estudos de ligagdo in vitro a promotores dependentes de c". Os estudos in vitro
poderdo também elucidar esta questdo. Pode acontecer que YabK adicionado a um
promotor antes da polimerase, mas ndo depois, iniba a transcricdo a partir desse promotor.
Se tal acontecer, a sequéncia reconhecida por YabK no DNA sera definida.

Resultados recentes mostram que CsfB é importante na inibigdo de baixos niveis de
c" que possam acumular indevidamente no pré-esporo (23). Neste trabalho, demonstramos
uma interacgao directa entre CsfB e o" utilizando um sistema de dois hibridos com base no
regulador GAL4 da levedura. Deste modo, CsfB interage directamente com os dois factores
sigma da esporulacdo cuja actividade € por si controlada. A inferéncia é que a interaccéo €

G

inibitoria. No caso de o, esta conclusdo é apoiada por resultados de mutagénese. O

residuo N45 em o° é necessario para a interacgdo, e a substituicdo deste residuo por um
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acido glutdmico resulta numa proteina que € funcional em termos de actividade
transcricional, mas & qual CsfB ndo liga, e que é insensivel a ac¢éo do factor anti-sigma in
vivo (139). Este tipo de analise mutacional ndo existe ainda no caso de oF, e no contexto
deste ultimo, a interaccdo com CsfB deve envolver aminodcidos diferentes daqueles
envolvidos na ligacdo de CsfB a o°. Isto porque em o, e na posicdo equivalente ao
residuo N45 de &, encontramos um &cido glutdmico (E64). Além disso, resultados n&o
publicados do laboratério mostram ainda que enquanto os primeiros 77 aminoacidos de ¢°®
sdo suficientes para a interacgdo com CsfB, 0 mesmo ndo ocorre com o~ (Serrano et al, ndo
publicado). Em trabalho futuro, pretendemos conduzir uma analise de mutagénese aleatéria
do gene codificante para o, fundido ao gene para GAL4, e rastrear para perca de
interaccdo em células da levedura. Mutagdes missense que resultem em perca de interaccéo
com CsfB na levedura, serdo depois introduzidas em B. subtilis, para avaliar do seu impacto
na esporulacéo. Em paralelo serdo conduzidos estudos de ligacdo in vitro, entre o= e formas

mutantes da proteina, e CsfB.

Um dos resultados mais importantes deste trabalho diz respeito ao papel de CsfB na
inibicdo da actividade de o= na célula mae. Os nossos resultados mostram que csfB, ao
contrério de yabK, € expresso, apds a conclusdo do envolvimento, na célula-mae sob o
controlo de . Mostramos que o gene csfB é transcrito a partir de dois promotores, um
dependente de o, e outro, mais a montante, dependente de o*. A inactivacdo deste
promotor, realizada mediante mutacfes na regido -10 que a afastam da sequéncia
consensual para promotores utilizados por o, eliminam a acumulagdo de CsfB na célula
mé&e. Juntamente com a informacdo de que CsfB liga directamente a o=, propomos um
modelo no qual a producgdo de CsfB na célula mae sob o comando de c*, ajuda a reduzir a
expressao genica precoce nesta célula (fig. 12). Presumimos que este efeito ajude a reduzir
ruido transcricional, i.e., a persisténcia da transcricdo de pelo menos certos genes
dependentes de o™ quando as células iniciam a fase tardia (pés-concluséo do processo de
envolvimento) do programa genético. Deste modo, CsfB promove a transi¢do precoce-

tardia também na célula m&e. Tanto quanto sabemos, € a primeira vez que se identifica uma
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proteina regulatéria que actua nos dois tipos celulares, pré-esporo e célula méae, em estagios
diferentes do desenvolvimento.

Sumarizando, podemos entdo propor um modelo em que CsfB nédo so é importante
para manter ¢ inactivo no pré-esporo até a finalizacdo do envolvimento, mas também tem
um papel na regulagdo de c" na célula-mée em fases tardias da esporulagdo. Presumimos
que este papel duplo de CsfB seja importante para a fidelidade do processo morfogenético
(fig. 12). Por exemplo, BofA é uma proteina necessaria para o correcto acoplamento entre a
activacdo de ¢ e a expressdo génica no pré-esporo. Na sua auséncia, o< é activado cerca
de 30 minutos antes levando a uma pequena alteracdo na eficiéncia de esporulacdo, mas 0s
esporos formados ndo tém capacidade de germinarem eficientemente (123). Se um
fendmeno semelhante ocorrer para o caso de CsfB, entdo espera-se que o esporo formado
em diferentes mutantes csfB seja deficiente em alguma propriedade funcional. Em trabalho
futuro, que ja iniciamos, pretendemos caracterizar funcionalmente o fenotipo associado aos
mutantes que expressam csfB apenas no pré-esporo e so na célula mée, em paralelo com o

mutante de eliminag&o csfB.

Célula pré-divisional Célula em esporulagdo

Pré-envolvimento Pos-envolvimento
oS o

T ?'E Y.It-JK O 5

CSfB ()'F a G >
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\ G K =

IIAB LonA * 5E - i T (0} g
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Figura 12 — Modelo esquematico das vias regulatorias que envolvem CsfB e YabK. CsfB esta presente na
célula pré-divisional e em células que ndo entraram em esporulagdo, e juntamente com SpollAB e LonA
mantem o factor ¢ inactivo. Quando a célula entra em esporulagio o" é activado no pré-esporo e transcreve
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csfB. Nesta fase, CsfB ajuda & inibicdo de o® até a conclusdo do processo de envolvimento. yabK é também

transcrito por ', e apés o envolvimento, por o°. YabK limita a actividade de " antes e apés a conclusdo do
envolvimento, promovendo a transigao para a fase tardia, dependente de o® na linha de expressdo genética do
pré-esporo. A activacdo de o® coincide com a conclusio do processo de envolvimento. c° leva & activacéo de
o™ na célula mae. o* dirige a produgdo de CsfB, que interage com . Esta interacgo resultara na inactivacéo
de oF evitando a sobreposicdo entre os reguldes ot e oX. A sequéncia abaixo do esquema representa as
diferentes fases do desenvolvimento do esporo ao longo do tempo (T, em baixo), com correspondéncia as vias
regulatorias que estdo representadas na parte de cima do esquema. As linhas continuas com seta representam
regulacdo transcricional (positiva); as linhas tracejadas com seta, representam regulacéo indirecta e as linhas
continuas com travessdo indicam interagdes inibitorias.

Pensa-se que o numero de moléculas de factores sigma estara em excesso em
relacdo as moléculas de polimerase de RNA (105). Como a maior parte da polimerase
devera estar ocupada na sintese de RNA a competicdo de diferentes factores sigma pelo
nucleo livre da polimerase devera ser “feroz”. Neste caso, proteinas como YabK e CsfB
poderdo fazer a diferenca promovendo a ligacdo de determinados factores sigma ao nucleo
da polimerase, e ajudando na troca entre os factores sigma precoces e o0s tardios em fases
importantes do desenvolvimento (fig. 12). O resultado serd a maior eficiéncia e fidelidade

do processo de desenvolvimento.
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ANEXOS

Tabela 1 - Composi¢ao dos meios de cultura utilizados (para 1 1)
Luria-Bertani broth ) )
(LB) 10 g triptona; 5 g extracto de levedura; 5 g NaCl; 3,2 g agar (versdo solida, LB agar)
Difco Sporulation ) .
) 8 g nutriente broth; 1 g KCI; 0,12 g MgSOy; 3,2 g agar (versdo solida)
Media (DSM)
Yeast Peptone 10 g extracto de levedura, 20 g peptona, 20 g glucose mono-hidratada, 20 g agér (
Dextrose (YPD) versdo sélida, YPD plates)
Synthetic Dextrose 6,7 g base de nitrogenio de levedura sem aminoacidos, 0,6-0,7 g dropout mix, 20 g

(SD) glucose mono-hidratada, 20 g agar (versdo solida, (SD plates)

Tabela 2 - Antibiéticos utilizados para o crescimento selectivo

Antibidtico Composicao/Preparagdo Concentragdo (utilizada em meios de
crescimento selectivo)

Ampicilina 100 mg/ml em &gua bidestilada 100 pg/ml

Canamicina 10 mg/ml em agua bidestilada 10/30 pg/ml (B.subtilis/E. coli)

Cloranfenicol 30 mg/ml em etanol 5/10 pg/ml (B.subtilis/E. coli)

Eritromicina 10 mg/ml em etanol 1 pg/mi

Neomicina 10 mg/ml em agua bidestilada 1/3 pg/ml (meio liquido/sdlido)

Spectinomicina 100 mg/ml em &gua bidestilada 100 pg/ml

Tabela 3 - solucdes utilizadas na electroforese de DNA em géis de agarose
Solugdes Composic¢do/Preparacéo
Tampéo de ] )
) ) 0,2% Laranja G; 0,37% EDTA, 50% Glicerol (v/v)
deposicéo laranja
Tampéo TAE 1X 0,04 M Tris-Acetato, 0,001 M EDTA pH8,0

Brometo de Etideo 10 mg/ml em 4gua, filtrada e mantida a 4°C ao abrigo da luz
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Tabela 4 - Outras solug6es utilizadas durante este trabalho

Corante de iodo
Lisozima

PBS 1X

Tampédo RNAse
(100 ml)

Tampédo SET

Tampéo STET

TE 10X

RNAse A

0,5 % l,; 1% KI
10 mg/ml em ddH2O; filtrar e guardar a -20 °C

137 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 4,3 mM Na,HPO,, 1,47 mM KH,PQOy; ajustar para
pH 7,4; autoclavar e manter a TA

10 mM Tris-HCI, pH 7,5; 15 mM NaCl; autoclavar e manter a TA

20 % Sacarose; 20 mM Tris, pH 8,0; 10 mM EDTA, filtrar e manter a TA

8 % (m/v) sacarose; 0,5 % (v/v) Triton X-100; 50 mM EDTA; 50 mM Tris-ClI, pH
8.0; filtrar e mantera TA

100 mM Tris-Cl; 10 mM EDTA, pH 8,0; autoclavar e manter a TA

10 mg em tamp&o RNAse, ferver 10 min. e arrefecer a TA. Guardar a -20 °C

Tabela 5 - solugbes utilizadas para a preparacdo de células competentes de B.

subtilis
Sais Bott and

Wilson (B&W)
5X Aminoacidos
B&W

Growth Medium 1
(GM1) (100 ml)
Growth Medium 2
(GM2) (100 ml)

1,24% K,HPO, (w/v); 0,76% KH,PO, (w/v); 0,1% citrato tri-sédico (w/v); 0,6
(NH4),SO4 (wW/v). Ajustar pH a 6,7 com 1N NaOH
2,5 mg/ml de trp, arg, lys, gly, met, his, val, thr e asp

96 ml sais B&W; 1 mM MgSO,; 1 ml 50% glucose (w/v); 1ml 10% extracto de

levedura (w/v); 1 ml de 5X aminoacidos B&W. Conservar a 4°C

96,5 ml GM1; 0,25 mM CaCl,; 25 mM MgCl,
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Tabela 6 - Solugdes utilizadas para ensaios de B-galactosidase

Tampao Z

Tampéo A

Solucdo ONPG

Tampéo Z

Tampéo Z + B-

mercaptoetanol
Solucgéo z/X-Gal
Solucdo ONPG

Solugdo X-Gal

B. subtilis

60 mM Na,HPO,;, 40 mM NaH,PO, 10 mM KCL, 1 mM MgSO, pH 7,0.
Autoclavar.
Antes de usar adicionar Ditiotreitol (DTT) 20 mM

60 mM K;HPO,, 33 mM KH,PO,, 7,5 mM (NH,),SO,, 1,7 mM Citrato de sddio, pH

7,0. Autoclavar
4mg/ml em tampéo A de 2-nitrofenil-B-D-galactopiranosidase.
S. cerevisiae

60 mM Na,HPO,, 40 mM NaH,PO,, 10 mM KCL, 1 mM MgSO,, pH 7,0.
Autoclavar.

100 ml tampéo Z; 0,27 ml B-mercaptoetanol

100 ml tampdo Z, 0,27 ml B-mercaptoetanol, 1,67 ml solugdo X-Gal
4mg/ml em tampéo A de 2-nitrofenil-B-D-galactopiranosidase.

100 mg/ml de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosidase em N,N-

dimetilformamida. Consevar sem luz -20° C

Tabela 7 - Sequéncias de oligonucleotideos, iniciadores, para a amplificacdo de

regides de DNA®

Nome

csfB12D
csfB476D
csfB578R
csfB780R
mfd4507R

Sequéncia nucleotidica 5° — 3’ Enzin_1a de
restricao
CGCCGCCAAGCAAGCTTAAACCCAGC HindIll
GGCTAGATCTACGGAGGTGGAGAAG Bglll
CGTATAAAGATGGATCCTCTATTCTTCTC BamHI
ATTATTAGCATGCTACTACGTTCAATCC Sphl
TCAGATCTTTTAAGCCCTTCAGCATGCCC Bolll

1 Continua na pagina seguinte
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mfd1219D
mfd1749R

mfd4000D

PsigFcsfBD
PsigFcsfBR
PsigkcsfBD

PsigKcsfBR

sigA193D
sigA1343R
SigE187D
SigE278D
SigE943R
SigE956R
sigk249D
sigK655R
sigkD

sigkR

yabK236D
yabK437D
yabK693D
yabK698R
yabK717R

yabK874D
yabk961R
yabK1318R

yfpD

yfpR

GAGGTCGACTCTGTCCTTTTGATCCCCG

CTCAATGGCCTCCTTCAGCATGCTCGCGGCAAGACCACTA
TCG

ATGCTGAAGGAGGCCATTGAGGAGCG
CCGTTTTAAAGGGCGGCCAACTGTACGGAGG
CCTCCGTACAGTTGGCCGCCCTTTAAAACGG

GGGCTTATATAGCCCCGCTACCGATTTAAAGTTTCAAAAA
GG

CCTTTTTGAAACTTTAAATCGGTAGCGGGGCTATATAAGC
cC

GATCCATGGCTGATAAACAAACCC
GAACGGAATTCAAGACCCCTTCC
GAAGGGAGAGGAAGATGGGCGGGAGTGAAGCCCTGCC
CTATTCCATGGGCGGGAGTGAAGCCCTGCC
AGGAGATCTAACCATAAAATTTTTTACA
CCCTGTGAATTCAAGGGGTTCTAACC
GTCTCCATGGTATCTTACGTGAAAAACAATGCC
TAGAGAATTCCGGAGTATGAGATCCGGC

GCGAGGTGTATTGAAAATGAGATCCTCATGCATTTGCGCG
Cc

CTCATTTTCAATACACCTCGC
AAGGGTCGACTTGTTAAACCGCTTAC
GGAACGTCGACGAGTTTGACCGTATCCGCATCGGAATCGG
CCCTTCCATGGCTTTGCATTATTATTGTCG
CAAGCTTCCTCCTGATGAAAAAGTCATTTTGG

GGATTTCGGTCAAGCGCCTCTTGATAATAATGCAAAGCCA
TACAAGGG

CAAGAGGCGCTTGACCGAAATCCGC
CGCTCGAGGTCTAGTGTCTACACCAAAGC
TGAGATCTAATCGCTGCGCCCGC

CCCAAGCTTGGGGGATCCGGGAAAAGGTGGTGAACTACT
ATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAG

GGAATTCTGGACATTTATTTGTATAGTTCATCCATGCC

Sall

Ncol
EcoRlI

Ncol
Bglll
EcoRlI
Ncol

Sall
Sall
Ncol
HindlIll

Xhol
Bglll

Hindlll,
BamHI

EcoRlI
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Tabela 8 - Lista de plasmideos

Nome Descricdo

pJB1 Plasmideo derivado do pMAD, no qual foi introduzido um fragmento da regido
codificante do gene yabK, sem a regido entre os coddes 6 e 58

pJB2 Plasmideo derivado do pMAD, no qual foi introduzido um fragmento da regido
codificante do gene mfd, sem a regido entre os coddes 250 e 1000

pJB3 Plasmideo derivado do pMLK83 no qual foi introduzida a regido codificante do gene yfp.
Para fus@es transcricionais com YFP.

pJB4 Plasmideo derivado do pJB3 no qual foi introduzida a regido promotora do gene yabk, do
nucleotideo -236 até ao -8 relativamente & adenina do cod&o de iniciag&o.

pJB6 Plasmideo derivado do pSN32 no qual foi introduzida a regido promotora do gene csfB
com mutagdes pontuais na regido -10 da zona dependente do factor sigma F

pJB8 Plasmideo derivado do pSN32 no qual foi introduzida a regido promotora do gene csfB
com mutagdes pontuais na regido -10 da zona dependente do factor sigma K

pJB9 Plasmideo derivado do pACT2 no qual foi introduzida a regido codificante do gene yabK

PJB10 Plasmideo derivado do pAS2-1 no qual foi introduzida a regido codificante do gene sigE

pJB11 Plasmideo derivado do pAS2-1 no qual foi introduzida a regido codificante do gene sigk

pJB12 Plasmideo derivado do pDH88 no qual foi introduzida a regido codificante do gene sigE

pJB13 Plasmideo derivado do pJB12 no qual foi introduzida a regido codificante do gene csfB

pJB18 Plasmideo derivado do pAS2-1 no qual foi introduzida a regido codificante do gene sigA

pMS261 Plasmideo contendo uma fusdo traducional entre os genes csfB, incluindo regido
promotora, e o gene gfp (Serrano, M., ndo publicado)

pMS356 Plasmideo derivado do pACT2 no qual foi introduzida a regido codificante do gene csfB
(139)

pMS357 Plasmideo derivado do pAS2-1 no qual foi introduzida a regido codificante do gene sigF
(139)

pMS358 Plasmideo derivado do pAS2-1 no qual foi introduzida a regido codificante do gene sigG
(139)

pMS384 Plasmideo contendo uma fusdo do promotor do gene csfB com o gene lacZ. (Serrano, M.,
ndo publicado)

pMS419 Plasmideo derivado do pMS261 no qual foram introduzidas muta¢Bes pontuais no
promotor dependente de c™ do gene csfB (Serrano, M., n&o publicado)

pMS426 Plasmideo derivado do pMS261 no qual foram introduzidas mutagfes pontuais no

promotor dependente de o do gene csfB (Serrano, M., ndo publicado)
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Tabela 9 - Estirpes de B. subtilis utilizadas e construidas durante este trabalho?

Estirpes
MB24
AHT77
AH3795
AH1042
AHG6507
AH6651
AH6659
AHG6567
AHG6568
AHG6728
AHG6779
AH9509
AH9511
AH9512
AH9515
AH9516
AH9517
AH9520
AH9522
AH9523
AH9532

AH9533

Gendtipo revelante
trpC2 metC3
trpC2 metC3 AsigK::erm
trpC2 AspolllG
trpC2 metC3 AsspE::sspE-lacZ, Erm®

trpC2 metC3 AcsfB::km AamyE::csfB-gfp, CmR

trpC2 metC3 AsspE::sspE-lacZ, ErmR AspollA::sp AamyE::spollA,
cmR

trpC2 metC3 AsspE::sspE-lacZ, Erm® AspollA::sp

AamyE::spol AN, cmR

trpC2 metC3 AsspE::sspE-lacZ, Erm® AyycR::sspE-cfp CmR

trpC2 metC3 AsspE::sspE-lacZ Erm® AyycR::sspE-cfp Cm®
AcsfB::km

trpC2 metC3 AcsfB::km AamyE:: Pgjgk-csta-CSfB-gfp, cmR
trpC2 metC3 AcsfB::km AamyE:: Pgige.cs-CSTB-0fp, cm®
trpC2 metC3 amyE::Pyc-yfp Erm®

trpC2 metC3 AyabK

trpC2 metC3 Amfd

trpC2 metC3 AyabK AsspE::sspE-lacZ Erm®

trpC2 metC3 Amfd AsspE::sspE-lacZ ErmR®

R

trpC2 metC3 AyabK AsspE::sspE-lacZ Erm™ AyycR::sspE-cfp Cm

trpC2 metC3 Amfd AsspE::sspE-lacZ Erm® AyycR::sspE-cfp Cm"®
AcsfB::km

trpC2 metC3 Amfd AsspE::sspE-lacZ Erm® AyycR::sspE-cfp Cm®
trpC2 metC3 AyabK AsspE::sspE-lacZ Erm™ AyycR::sspE-cfp CmR
AcsfB::km

AyabK sspE-lacZ@sspE Erm” spollA::sp

trpC2 metC3 AyabK AsspE::sspE-lacZ erm® spollA::sp
AamyE::spollAP*N CmP®

Z Continua na pagina seguinte

Origem/referéncia

Coleccédo do
laboratorio

Serrano, M. (139)

113

Coleccéo do
laboratorio

113

Serrano, M.

113

Este trabalho

113
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AH9535

AH9538

AH9551

AH9552

AH9553

AH9555

AH9556

AH9557

AH9558

AH9559

AH9560

AH9577

AH9591

AH9593

AH9608

AH9614

AH9615

AH9616

AH9617

trpC2 metC3 AyabK AsspE::sspE-lacZ Erm® spollA::sp
AamyE::spollA CmR

trpC2 metC3 AamyE::Ps-lacZ CmR

trpC2 metC3 AamyE::Pggecsie-lacZ CmR
trpC2 metC3 AlonB::lonB-lacZ Erm®

trpC2 metC3 AyabK AlonB::lonB-lacZ Erm®

trpC2 metC3 AyabK AlonB::lonB-lacZ Erm® AspollA::sp

trpC2 metC3 AyabK AlonB::lonB-lacZ Erm® AspollA::sp
AamyE::spol AN CcmR

trpC2 metC3 AyabK AlonB::lonB-lacZ erm® AspollA::sp
AamyE::spollA Cm®

trpC2 metC3 AlonB::lonB-lacZ Erm® AspollA::sp

trpC2 metC3 AlonB::lonB-lacZ Erm® AspollA::sp AamyE::spolIA
cmR

trpC2 metC3 AlonB::lonB-lacZ Erm® AspollA::sp
AamyE::spol AN CmR

trpC2 metC3 AamyE::Pgqk csis-lacZ Cm®

trpC2 metC3 AsigK::erm AamyE::P ssigk-csiz-lacZ cm®
trpC2 metC3 AspollIG AamyE: Py cs-lacZ Cm®
trpC2 metC3 AspolIP::spolIP-lacZ, Erm®

trpC2 metC3 SigEQPyac-SigE, Cm®

trpC2 metC3 SigEQPyac-SigE-csfB, Cm"®

trpC2 metC3 ASigE::Pyyc-sigE, Cm® spolIPQspolIP-lacZ, Erm®

trpC2 metC3 AsIgE::Pgyac-SigE-CsTB, CmR® spollPQspolIP-lacZ,
ErmR

113

113
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Tabela 10 - Estirpes de S. cerevisiae utilizadas e construidas ao longo deste

trabalho
Estirpe
Y187

Y190

AH9561
AH9562
AH9563
AH9564
AH9565
AH9566
AH9567
AH9568
AH9569
AH9570
AH9572
AH9586
AH9587
AH9588
AH9589
AH9605
AH9607

Genotipo revelante

MAT o ura3-52 his3-200 ade2-101 trp1-901 leu2-3, 112 gal4A

met” gaI8OA URA3::GALlUAS'GALlTATA'laCZ

MATa ura3-52 his3-200 ade2-101 tys2-801 trp1-901 leu2-3,
112 gal4A gal804 cyh"2 LYS2::GAL1yasHIS3raraHIS3

URA3::GAL1yas-GALL aTa-lacz
pMS356(Y190)/pMS358(Y187) (conjugacdo)
pMS356(Y190)/pJB10(Y187) (conjugacéo)
pMS356(Y190)/pJB11(Y187) (conjugacéo)
pMS356(Y190)/pMS357(Y187) (conjugacéo)
pACT-2(Y190)/pAS2-1(Y187) (conjugacéo)
pMS356(Y190)/pAS2-1(Y187) (conjugacéo)
pJBI(Y190)/pMS358(Y187) (conjugagéo)
pJBI(Y190)/pJB10(Y187) (conjugacéo)
pJBI(Y190)/pJB11(Y187) (conjugacéo)
pJBI(Y190)/pMS357(Y187) (conjugacéo)
pJBI(Y190)/pAS2-1(Y187) (conjugacéo)
pACT-2(Y190)/pMS357(Y187) (conjugacéo)
pACT-2(Y190)/pJB10(Y187) (conjugagéo)
pACT-2(Y190)/pMS358(Y187) (conjugacéo)
pACT-2(Y190)/pJB11(Y187) (conjugacéo)
pMS356(Y190)/pJB18(Y187) (conjugacéo)
pACT-2(Y190)/pJB18(Y187) (conjugacdo)

Origem/referencia

Harper et al., 1993
(55)

Harper et al., 1993;
Flick & Johnston,
1990 (45, 55)
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