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RESUMEN

El gene aprkE de B. subtilis codifica para la proteasa
alkalina también conocida como subtilisina. Su expresidn estad
regulada por una compleja red de activadores y represores
transcripcionales entre los gue se encuentran las proteinas Hpr,
DegU, SinR y SpoOA. Para entender ¢l efecto que ocasionan algunas
de estas proteinas reguladoras sobre la expresidén de aprg, se
construyeron cepas de Bacillus subtilis en las cuales se
combinaron las siguientes mutaciones; degu32(Hy), hpr2, SinR y
SPOOA9V. Como resultado, se obtuvo que en todos los fondos
genéticos analizados, las mutaciones SInNR y SpPo0A9V disminuyeron
la expresidén del gene aprkE contrario a lo reportado por otros
grupos. La produccion de fosfatasa alcalina y la generacidén de
esporas resistentes a calor, son consideradas marcadores
celulares del proceso de @sporula01én. El andlisis de estos
parametros en las mutantes S1nR, sugiere que el proceso de
esporulacidn estd siendo afectado y que ésto, en parte, es
responsable de la disminucidn de la expresidn de aprb.

Por otra parte, uvna delecidn del sitio de unidn de la
proteina SinR en la regidén de regulacidn de aprik, mostrd que el
efecto causado por la mutacidén SpPOOAI9V en la cepa silvestre, hpr2
v degul32(Hy) se debe a la regulaciodn ineficiente que ejerce la
proteina SpoOA9V sobre el operdn SInRI, lo que al parecer
ocasiona un aumento en la concenLraulén de SinR.
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Abstract

The aprE gene of Bacillus subtilis codes for the serine alkaline protease also
known as subtilisin. Its expression is regulated by a complex network of activators and
repressors which includes the products of hpr, degU, sinR and spoOA. To understand the
effect of these gene products on subtilisin expression, strains carrying combinations of
the mutations degU32(Hy), hpr2, sinR and spo0AQV were constructed. We have found
that in all the genetic backgrounds tested, the sinR and spo0ASYV mutations decreased
aprt expression. Also, by measuring alkaline phosphatase synthesis and heat resistant
spores formation, as indicators of sporulation, we have found that some of the mutant
strains showed alterations in the sporulation process. The results 'suggest that these
alterations are partially responsible for the observed changes in aprt expression.

On the other hand, a deletion of the SinR binding site in the aprk regulatory
region, showed that the éffect produced by the spo0A9V mutation on the wild type, hpre
and degU32(Hy) strains, was induced by the inefficient regulation of _the SpoOAQVproiein

over the sinR| operon.
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"3i nuestras condiciones de vida nos permiten
elegir cualqguier profesidn, vamos a elegir la gue nos
proporcione mayor dignidad.... gue brinde las mayores
posibilidades de actuar en aras de la humanidad. La
dignidad es lo gque més eleva al hombre, lo gue infunde
nobleza suprema a su actividad y a todos sus anhelos, lo
que le permite destacar...

"Pero la dignidad puede plOpOfClonarla unicamaente
una profesién en la que no seamos instrumentos serviles,
sino creadores independientes en su medio; una profesidn
gque no requiera actos vituperables y que incluso el
mejor pueda abrazar con orgullo...

"Si el hombre trabaja solo para si, puede quizd ser .
un cientifico famoso, un gran sabio, un excelente poeta,
pero jamds podrd ser un hombre perfecto y verdaderamente
grande. La historia con81dera grandes a los hombres que,
t:rabajando para el bien comin, se ennoblecen a si
mismos; la experiencia destaca como méds feliz al hombre
que ha proporc1onado la fellcldad al mayor numero de
personas. ..

Marx_.......a
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RESUMEN

El gene aprE de B, subtilis codifica para la proteasa
alkalina también conocida como subtilisina. Su expresidén estéd
regulada por una compleja red de activadores y represores
transcripcionales entre los gue se encuentran las proteinas Hpr,
DegU, SinR y SpoOA. Para entender el efecto gue ocasionan algunas
de estas proteinas reguladoras sobre la expresidn de apre, se
construyeron cepas de Bacillus subtilis en las cuales se
combinaron las siguientes mutaciones; degu32(Hy), hpr2, sinkR y
SpOOAS9V., Como resultado, se obtuvo gque en todos los fondos
genéticos analizados, las mutaciones SInR y SpPOOA9V disminuyeron
la expresidén del gene a@preE contrarioc a lo reportado por otros
grupos. La produccidn de fosfatasa alcalina y la generacidn de
esporas resistentes a calor, son consideradas marcadores
celulares del proceso de esporulacidén. El andlisis de estos
parametros en las mutantes SINR, sugiere que el proceso de
esporulacidn esté siendo afectado y que ésto, en parte, es
responsable de la disminucidn de la expresidédn de apre.

Por otra parte, una delecidn del sitio de unién de la
proteina SinR en la regidén de regulacién de apre, mostrd que el
efecto causado por la mutacidn SpoOA9V en la cepa silvestre, hpr2
y degu32(Hy) se debe a la regulacidén ineficiente que ejerce la
proteina SpoOA9V sobre el operdn SINRI, lo que al parecer
ocasiona un aumento en la concentracidén de SinR. |
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ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

El género Bacillus estd constituido por uno de los grupos
mas diversos de bacterias Gram-positivas, entre los cuales se
encuentran microorganismos aerchios, aerobios facultativos y
anaerobios. Tienen una morfologia tipo barra y son formadoras de
endosporas (Priest 1993; Setlow 1993; Slepecky 1892). Estas
esporas pueden sobrevivir mucho tiempo y son resistentes a calor,
luz ultravioleta, desecacidén y solventes orgénicos (Setlow 1994;
Slepecky 1992). La capacidad de la mayoria de los microorganismos
que conforman el género Baclillus para crecer a altas
temperaturas, la ausencia de productos téxicos y su habilidad
para producir y secretar grandes cantidades de proteinas, han
convertido a este género en uno de los mds valiosos para la
industria biotecnoldgica (Ferrari et al. 1993; Harwood 1992;
Zukowski 1992). |

El miembro mds representativo del género Bacillus es
Bacillus subtilis, el cual es una eubacteria ampliamente
distribuida gue habita principalmente en el suelo, aungue también
se le encuentra en el aire, rios y estuarios (Priest 1989; 1993).
B. subtilis, después de Escherichia coll, es la eubacteria mejor
caracterizada, y entre los microorganismos Gram-positivos, es la
mds fdcil de manipular en términos genético-moleculares. Los
avances en la tecnologfa del DNA recombinante y en el
entendimiento de la expresidn génica, particularmente en B,
subtilis, han abierto nuevos campos para la utilizacidén de B.
subtilis y otros Bacillus en muchas &reas de investigacién bésica
vy aplicada (Harwood 1992; Slepecky 1992; Wong 1995).

B, subtilis es una bacteria generalmente reconocida como
segura (GRCS), por la Food and Drug Administration (FDA) de los
E.U.A (Boer vy Dlderlvhsen 1991; Harwood 1992). Tiene la -
capacidad de secretar directamente al medlo de cultivo grandes
cantidades de enzimas degradativas, entre las cuales se encuentra
la subtilisina (Zukowski 1992; Pierce 1992). En estudicos previos,
muchos investigadores'utilizaron a B. subtilis como la
contraparte Gram-positiva de la bacteria Gram-negativa mejor
conocida (E. coli) 'y, como un modelo para entender los. mecanismos
de diferenciacién, estudiando el proceso de esporulacién o
(Anagnostopoulos y Spizizen, 1961; Schaeffer 1965). Sin embargo,
en los Gltimos afios, el desarrollo de sistemas de produccidén de
proteinas heterdlogas, usando a B. subtilis como microorganismo
“huésped, ha venido convirtiéndose en uno de los mas importantes.

- Algunos de estos sistemas utilizan la regién de regulacidn del
gene aprkE (fig.1l), el cual codifica para la enzima subtilisina,
la proteasa mds importante que produce B, Subtllls (Jacobs 19885;
Nagarajan et al. 1992; Nagarajan et al. 1993; Strauch y Hoch,
1992a; Vvalle y Ferrari, 1989; Wang et al. 1988; Wong 1995).H '
subtilisina es'una de las en?imas de mayor uso a nivel mundial
(Dababov 1982; Pierce 1992; Priest 1989) Sin embargo, los

mecanismos moleuulares Y ilSloléglcos por los cuales se regula su

sintesis, adin no han sido estudiadcs en detalle, abzlcndo un area_
de gran interés para Ebtud10° bdsicos v apllvados



BEstudios sobre la regulacidn transcripcional del gene apre
sugieren gque ésta se lleva a cabo a través de la accidn
concertada de miltiples elementos de control positivos y
negativos como son las proteinas; SpoOA, SpoOH, AbrRB, Hpr,
DegU/DegS y SinR, entre otras (fig.2). Algunas de estas proteinas
reguladoras ejercen su accidn en la fase vegetativa y otras
durante la fase estacionaria y/o de esporulacién (Strauch y Hoch,
1992a; Valle y Ferrari, 1989). Aunqgque la sintesis de la
subtilisina al inicio de la fase estacionaria, al igual gue la de
muchas otras enzimas degradativas producidas por B. subtilis, no
e€s requerida para el proceso de esporulacidén, la produccidn de
esta enzima es inducida por mecanismos especificos que son, a su
vez, responsables de la activacidn de la esporulacidn (f£ig.3).
Por tal motivo, el estudio del gene aprkE ha tenido un gran
impacto en la industria biotecnoldgica en el &rea de producciédn,
Yy en investigacidén bédsica, ha sido tomado como modelo para tratar
de comprender los complejos mecanismos moleculares vy fisioldgicos
que regulan la expresidén de los genes durante el estado de
transicidn en este organismo.
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Fig.1l.- Sitios de unién de las protelnas reguladoras AbrB, Hpr,
SinR y DegU, en la regidén de regulacién del gene apre. Los
rectdngulos indican la secuencia de DNA con la cual 1nte1dccionan,
las proteinas Hpr, SinR Y DegU. La linea punteada sefiala la
regién de DNA con la que interacciona la proteina AbrB. Segun lo
reportado para este gene, las proteinas AbrB, Hpr y SinR son
represores y DegU y SpoOA son activadores. Estos sitios fueron
determinados por medio de experimentos de "footprlntlng“ in vitro
para el caso de las proteinas Hpr, SinR y AbrB, por experimentos
de delecidén para la proteina DegU y por andlisis de secuencia
para SpoOA (Gaur et al. 1991; Henner et al. 1988a; Kallio et al
1991 ; Strauch y Avazifar, 1995}, :
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JUSTIFICACION

Para poder entender como algunos de estos reguladores
(SpoOA, SinR y DegU) operan sobre el gene aprk, y cual es la
interrelacidn entre el proceso de esporulacidn y la regulacidn
del gene apreE, es necesario definir las funciones de los
productos de los genes reguladores, y tratar de determinar como
estos interaccionan entre ellos durante el proceso de
esporulacidén. De este modo, ademds de generar informacidén bdédsica
acerca de los sistemas que en B. subtilis regulan la expresidédn de
los genes durante el periodo de transicidén, podemos, también,
desarrollar cepas mids eficientes para la produccidn de
subtilisina vy por ende, de otras proteinas heterdlogas que se
pudieran expresar en B, subtilis bajo las seflales de regulacidn
del gene aprE.

Por otra parte, cabe recordar que el género Bacillus es muy
amplio, por lo cual es importante considerar los conocimientos
que se tienen y que se pueden producir a partir de las especies
mejor conocidas como B, subtilis y, su posible relacién con otras
especies que conforman este género, las cuales, son poco o nada
conocidas.

Dadas las caracteristicas antes mencionadas, en nuestro
laboratorio consideramos a B. subtilis como un sistema
alternativo a E. colil, eficiente y econdémico, para la produccién
de proteinas de interés industrial, bajo las seflales de -
regulacidén del gene apre, asi como para llevar a cabo estudios de
investigacidn bdsica. En este sentido, aun falta contestar una
serie de preguntas acerca de la regulacién de este gene, por 1o
cual, se plantearon los siguientes objetivos.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Contribuir al estudio de los mecanismos involucrados en la
regulacidn del gene aprk, y a entender mejor la relacidén entre la
regulacidén de este gene Yy el proceso de esporulac1én en B,
subtilis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

| Estudiar el efecto que ocacionan las mutaciones SinR,
degu32 (Hy) y SpOOASV, en la exp1e81on de apre y el proceso de
esporula01én en B. Subtllls



GENERALIDADES
a) CRECIMIENTO VEGETATIVO

Es comin gue conforme los nutrimentos en un cultivo celular
empiezan a ser limitantes, las células en ese cultivo inician la
entrada a la fase estacionaria y como consecuencia, activan
varias respuestas de estrés (Strauch y Hoch, 1992a; Strauch vy
Hoch, 1993). En B. subtilis, al igual que en otras bacterias,
hongos y eucariotas inferiores, una respuesta a esta condicidn es
la formacidn de una endo-espora (fig.4) (Setlow 1994; Strauch vy
Hoch, 1992b). aAdemds de las proteinas necesarias para la
iniciacién de la formacidén de la espora en B. subtillis, otras
proteinas, las cudles no son necesarias para la esporulacidn, son
también sintetizadas durante esta misma etapa de desarrollo
(Kunst et al. 1994). La mayor parte de estas proteinas son
enzimas degradativas, las cuales forman parte de una estrategia
alternativa de la célula para obtener nutrimentos del medio que
la rodea y asi, poder mantenerse en crecimiento vegetativo.
Ademds de la sintesis de enzimas degradativas (levansacarasa, &-
amilasa, proteasa neutra, proteasa alcalina é subtilisina, etc.),
algunas otras funciones son llevadas a cabo en B. subtilis en
esta misma etapa de desarrollo. Estas funciones comprenden: el
desarrollo de competencia lo cual confiere a la celula la
habilidad para captar moléculas de DNA del medio, la produccidn
de antibidticos, la sintesis de flagelo para mobilidad y la
induccidn completa del ciclo de Krebs, el cual, estd parcialmente
reprimido durante el crecimiento vegetativo (Strauch y Hoch,
1992a).

) REGULADORES DEL ESTADO DE TRANSICION

En B. subtilis se conoce que por lo menos cuatro proteinas
(AbrB, Hpr, SinR, y DegU), tienen efectos pleiotxdpicos sobre la
sintesis de muchas de las proteinas y de las funciones antes
mencionadas (Kunst et al. 1994; Strauch y Hoch, 1992a). Por lo
tanto, a las proteinas 2AbrB, Hpr, SinR y DegU se les conoce COmo
"reguladores del estado de transicidén". Este nombre se les da
porque controlan miltiples funciones que se llevan a cabo durante
el estado de transicidédn, esto es, entre el final del crecimiento
vegetativo y el inicio de la fase estacionaria y/o de
esporulacidén (fig.4). Por otra parte, aungue ninguna de las
mutaciones conocidas en estos reguladores del estado 'de
transicidén, afectan significativamente la formacidén de la espora,
hay evidencias que indican que algunos de los genes que codlflcan
para estas proteinas estdn bhajo el control de proteinas .
esenciales para el inicio de la esporulacién. Ademds, por si
mismos algunos de estos reguladores del estado de transicién,
regulan algunos de los genes del proceso de 1a es porulacién--=
(flg 3) -
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Estos datos sugieren que el control de la sintesis de enzimas
degradativas y otros procesos que se llevan a cabo durante el
estado de transicidn son dependientes de los mecanismos de
regulacién de la esporulacidén (Kunst et al. 1994; Strauch vy Hoch,
1992a).

GENE g1nR-PRODUCTO PEPTIDICO PROTEINA SinR

El gene sInR fue aislado por primera vez de un fragmento de
DNA cromosomal de B. subtilis, el cual clonado en un plédsmido
multicopia inhibia la esporulacidén y la produccidn de proteasas
extracelulares (Gaur et al. 1986). Este gene forma parte de un
operdn dicistrénico y es precedido por un gene llamado sSinI, el
cual codifica para la proteina SinI constituida por 57 residucs
de aminodcidos. La funcidn de SinlI es inactivar a la proteina
SinR a través de interacciones proteina-proteina durante el final
de T, (Bai et al., 1992). Este operdn cuenta con tres promotores,
dos de los cuales regulan la transcripecidén de ambeos genes (Pl y
P2), mientras el otro (P3) regula Unicamente la transcripcidn de
SInNR (fig.5) (Gaur et al. 1988).

AbrB SpoOH,
Hpr SpoOA~P

}m V P1 P2

P3

sinl

sinR

Fig.5.- Esquema general de la regulac*én del operdn 31HIR En
fase exponencial, el gene SinR es transcrito a partir del
promotor P3, debido a que los promotores Pl y P2 se encuentran
Los niveles de expresidén de sSinI se incrementan al final del
reprimidos por las proteinas AbrB y Hpr. Estos promotores no
pueden ser activados por la proteina SpoOA, porgue ésta solo es
activa una vez que se encuentra fosforilada. Lo anterior ocurre
al inicio de la esporulacidn, siendo este el momento en el cual
se inicia la sintesis de SinI.
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Los niveles de expresidn de sinl se incrementan al final del
tiempo conocido como Ty, y reguieren de las proteinas SpoQiA-P y
SpoOH (S1igH). Por el contrario, el gene SInR es expresado
constitutivamente, pero la proteina sbélo se detecta al inicio de
la esporulacidn y su expresidn es independiente de las proteinas
SpoOA~-P y SpoOH (Gaur et al. 1988). La inactivacidén del gene SInR
en el cromosoma conlleva a la pérdida de la habilidad para
desarrollar competencia, mobilidad y a la sobreproduccidn de
proteasas extracelulares (Gaur et al. 1886; 1988). Por otra
parte, se ha reportado que la forma activa de la proteina 8inR es
un tetrdmero de subunidades idénticas de 13,000 Da (Gaur et al.
1991). Posteriormente, en experimentos de “footprinting* in vitro
se determind el sitio de unidn de SinR a la regidén de regulacidn
de aprkE (fig.l). Este abarca de la posicidn -263 a la -216 y es
adyacente a un sitio de unidén de la proteina reguladora Hpr (Gaur
et al. 1991; Strauch vy Hoch, 1992a}.

Asimismo, se ha propuesto gue SinR se une a otra regidn
localizada muy cerca del promotor de aprk, lo cudl hasta ahora no
se ha podido demostrar.

GENES degS/degU Y SUS CORRESPONDIENTES PRODUCTOS PEPTIDICOS LAS
PROTEINAS DegS/DegU

Mientras los reguladores del estado de transicidén AbrB, Hpr
Y SinR ejercen un efecto negativo sobre la expresidn del gene
aprk, una variedad de estudios han seflalado que los productos de
los genes degsS y degu se encuentran implicados en activar su
transcripcidén durante el estado de transicidn (fig.2) (Henner et
al. 1988a; Msadek et al. 1991). Ademds, mutaciones en degs y degu
afectan pleiotrdépicamente la produccidn de otras enzimas
degradativas y otros procesos involucrados en el estado de
transicidén (Strauch y Hoch, 1992a; Msadek et al. 1991). De estag
mutaciones, degU32(Hy) es ampliamente utilizada en la 1ndustr1a
biotecnoldgica por su capacidad de sobreproducir enzimas

degradativas (Dahl et al. 1991; Ferrari et al. 1995). El andlisis

de la secuencia de aminodcidos de DegS y DegU reveld gue forman
parte de una familia muy conservada de proteinas procaridticas.
Esta familia cuenta con un sistema gue transmite sefiales por
medio de dos componentes (Henner et al. 1988b). Deg$S es una
gquinasa que se autofosforila en respuesta a seflales ambientales

- especificas y que posteriormente fosforila al segundo componente,
la proteina DeglU, la cual a su vez, actua como proteina
reguladora uniendose al DNA (Henner et al. 1988a).

Combinando ahora las observaciones mencionadas con un
andlisis de naturaleza molecular de varias mutaciones en degU'y
degsS, ha sido posible plantear la %lgulente hipdtesis: La forma
fosforilada de DegU tiene dos funciones: a) regulacidn positiva
sobre la expresidn de algunas enzimas degradativas v b)
regulacidén negativa en el desarrollo de competencia y mebilidad

(Msadek et al. 1990). Cabe recordar que una cepa ccon una mutacién

en SinR, también es deficiente en competencia y mobilidad y que
sobreproduce proteasas extracelulares. _ |

~ Por otra parte, un andlisis de delecidn (Henner et al.
1988a) enfocado a localizar los sitios de unidn de DegU en la
regién de regulacidn del gene aprk, sugirid que el fragmento de
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DNA involucrado abarcaba desde la posicidén -164 a la -141
(fig.1l). Sin embargo, es importante mencionar gue en experimentos
de "footprinting" In vitro utilizando DegU y la regidn de
regulacidén de apre, no se ha podido localizar el sitio de unidn
para esta proteina.

¢) PROCESQO DE ESPORULACION

La esporulacidén en B, subtilis es parte de un complejo
programa de desarrollo y diferenciacidédn celular que tiene como
resultado la formacidn de una estructura altamente resistente
denominada espora; este proceso se ha dividido en diferentes
estadios (fig.4). La formacidn de esta estructura es un ejemplo
extremo de la adaptacidn de B. subtilis al medio e involucra a
més de 80 genes (Kunkel 1991). En el inicio de la esporulacién,
la proteina SpolOa, la cual funciona como represor y activador,
juega un papel central (fig.3). El gene SpoOA es transcrito a
partir de dos promotores, Pv y Ps. FPv es activado por el factor
de transcripcién E6*, lo cual proporciona un nivel basal de
sintesis de SpoOA en células en Crecimiento vegetativo. Ps es
regulado por EO6%, el cual produce un incremento subito en la
sintesis de SpoOA al inicio de la esporulacidén (Chibazakura et
al. 1991; vamashita et al. 1989),

La proteina SpoOA pertenece a la familia de reguladores
bacterianos de dos componentes (Stock et al. 1989). La
fosforilacidén de SpoOA es la clave en el control del inicio de la
esporulacidén (fig.6). ELl fosfato es transferido a SpoQA por un
mecanismo complejo gue involucra a histidin-protein-cinasas y, al
menos a dos acarreadores de fosfato gue actdan como
intermediarios. Las interacciones entre los distintos
participantes han sido reproducidas in vitro (Burbulys et al.
1991). Al menos dos histidin-protein-cinasas, codificadas por los
genes kiInA vy kinB, pueden transferir el fosfato a la proteina
SpoOF la cual a su vez transfiere el fosfato a un segundo
acarreador llamado SpoOB. La proteina SpoOB es el donador directo
del fosfato a SpoOA. - Esta via puede permitir gque mediante |
sensores ambientales, tanto internos como externos, se controle
el nivel de SpoOA fosforilada de una manera répida y precisa '
(Grossman 1991). Congruente con esta idea, se ha demostrado que
las cinasas KinA y KinB pueden responder a diferentes sefiales.

SpoOA~P regula negativamente algunos genes, siendo el méds
importante abrB, uno de los represores de apriE (Perego et al.
1988; Strauch et al. 1990). Por otra parte, la funcidn positiva
~de SpoOA~P es responsable de la activacidn de ciertos genes
- especificos de la esporulacidn, como lo son los operones spoIIA
(Perego et al. 1991), SpoIIG (Satola et al., 1991; 1992), SpOIIE
(York et al. 1992) y el gene sinI (Bai et al. 1992) (figs.3 y 5).

Por otra parte, se sabe que algunas mutaciones en SpooOA
bloguean la esporulacidén en su fase inicial y eliminan la
produccidn de proteasas extracelulares (subtilisina) (Strauch y
Hoch, 1992a). Otras mutaciones, como la denominada SpPOOAIV, .
bloguea la esporulacidn en el estadio II (fig.4). Sin embargo, al
parecer esta mutacidn produce anElES normaleb de subLlllslna
(Perego et al. 1991). :
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La iniciacidén de la esporulacidén es compleja y se conocen al
menos tres tipos de seflales principales que se interrelacionan y
dan inicio a ésta:

l) Seflales nutricionales.

La limitacidén de fuentes de carbono, nitrdgeno o fésforo
puede inducir la esporulacién (Freese 1981l; Sonenshein 1989); A
su vez, buenas fuentes de carbkono, como la glucosa, la reprimen
(Lépez et al 1980). Recientemente, se ha demostrado que la
concentracién intracelular de GTP (o GDP) probablemente
representa el efector clave de la seflal nutricional (Ldpez et al.
1979; 1981l). Sin embargo, aun se desconoce cémo es censada por la
célula la concentracidn de GTP y cdmo se transmite la seflal al
aparato transcripcional.

2) Densldad de poblacién.

Grossman vy Losick (1988) observaron que la esporulacidén no
puede inducirse eficientemente en células mantenidas a baja
densidad de poblacidén. Sin embargo, una esporulacidn eficiente se
obtiene cuando las células se resuspenden a baja densidad en un
medio previamente condicionado por crecimiento de células a alta
densidad. El efecto no se debid al agotamiento de un factor
esencial de crecimiento sino a la produccidén de substancias,
posiblemente oligopéptidos, que son necesarios para inducir una
esporulacidén eficiente (Waldburger et al. 1993). Se conoce poco
acerca de la naturaleza de dichos factores Y, Tenos aun, de cdémo
Su presencia es censada e 1nterpretada

3) Clclo celular.

En su etapa més temprana la esporulac1ém claramente |
comprende una divisidn celular modificada, la cual se caracteriza
por la compactacidn de uno de los dos cromosomas y la migracidn
de éste hacia uno de los polos de la célula (Hitchins et al.

1969) (fig.4). Sin embargo, a pesar de que la relacidén entre el
ciclo celular y el inicio de la esporulacidén estd bien definida
(Clarke et al. 1980; bunn et al. 1978), la manera en gque la.
célula monitorea el desarrollo del ciclo celular y Lransmmte esta
informacidén al aparato de transcrmpcmén, permanece sin
establecerse clalamente (Ireton Y Grossman, 1994) .
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Abstract

The aprE gene of B._subltilis codes for the serine alkaline protease also known as

subtilisin. Its expression is regulated by a complex network of activators and
repressors which includes the products of hpr, degll and sinR. To understand the
effect of these gene products on sublilisin expression, strains carrying combinations of
the mutations deqU32(Hy), hpr2 and sinR were constructed. We have found that in all
the genetic backgrounds tested, the sinB null mutation decreased aprk expression.
Also, by measuring alkaline phosphatase synthesis and heat resistant spores
formation, as indicators of sporulation, we have found that some of the mutant strains
showed alterations in the sporulation process. The results suggest that these

alterations are partially responsible for the observed changes in aprE expression.

Keywords: sporulation process, protleases, gene regulation, transition state

regulators.
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INTRODUCTION
The aprk gene codes for the extraceliular protease sublilisin and has been used
as a model to understand the complex regulatory network that controls gene

expression during the transition stage and the stationary phase in 8. sublilis (Kunst et

al. 1974; Ferrari et al. 1985; Ferrari et al. 1986; Ferrari et al. 1988). AprE expression
is controlled by several regulators, such as DegU/DegS (Henner et al. 1988b; Kunsl et
(Kallio et al. 1991), and SinR (Gaur et al. 1991; Mandic-Mulec et al. 1992; Bai et al.
1992). Furthermore, direct binding of AbrB, Hpr and SinR to the aprk regulatory
region, has been demonstrated by in vitro gel retardation assays and/or footprinting
analysis (Gaur et al. 1991, Kallio et al. 1991, Strauch et al. 1989).

A B. subtilis strain carrying the degU32(Hy) mutation overproduces several
degradative enzymes, it forms filaments and i's deficient in competénce and motility.

On the other hand, SinR is a dual function regulatéry protein exerting both
positive and negative effecls on gene expression. Inactivation of sinf3 results in an
inckease in extracellular proteases activities, filamentous growth, loss of compe.tence
and motility, and a deficiency in autolysin production (Géur et al. 1986, Bai et al. .
1992). SinR binds to the aprE promoter on the region locéted between _-2_17' to -263
with respectv to the transcrip_t'ion. start pbint (Gaur et al. 1991). Furthermore, it _is
known that high levels of SinR repress produ(:tion ofvextracellular proteases and the

| expression of an aprE::lacZ fusion (Gaur et al. 1986; Gaur et al. 1991).

Based in all these results, it is generally assumed that SinR is a direct acting
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aprE expression. However, to our knowledge this experiment has never been reported.

Furthermore, the effect of such mutation in strains with phenotypes that overproduce

extracellular enzymes like hpr2 and/or degU32(Hy), has not been described.
Considering that a better understanding of the interactions between different

regulators is necessary to comprehend aprE regulation, and specially because of the

similarities between some of the sinB and degU32(Hy) phenotypes, we decided to

study in more detail the combined effects of these two mutations on aprE expression.

In some experiments the hpr2 mutation was also analyzed.

MATERIALS AND METHODS
Strains and Plasmids

The bacterial strains used in this work are listed in Table 1. E. coli JM101,

transformed by standard procedures (Sambrook et al. 1989), was used for plasmid

construction and amplification. B. subtilis strains were derived from BG125 (Ferrari et
al. 1986). The transformation proto_bol was as:described by Anagnostopoulos and
Spizizen (196_1). The pSG35.1 and pJF751 integrativ_e plasmids héve been described
pre.viouslyf(Ferrari_ et él. 1985; Ferrari et al, 1988). Pla"s'mid p_aprlaéz wés consiructed

as described in Fig.1, using standard gene clonihg techniques (Sambrook et al. 1989).

» Growfh media and antibiotics

LB medium (Sambrook et al. 1989) was used for routine liquid growth,
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maintenance of E. coli and B. subtilis strains. To study aprE expression and the

sporulation process in B. subltilis, Schaeffer's sporulation medium (Schaeffer et al.

1965) was utilized. Depending on the B.subtilis strain used (Table 1),

Chloramphenicol (Cm) and/or Phleomycin (Pm) were used at 5 ug mi™ in LB plates.

Enzymatic assays

The [3-galactosidase activity of the B, subtilis strains was measured as previously

reported (Ferrari et al. 1985). Extracellular subtilisin activity was quantified using the
synthetic substrate N-succinyl-L-Ala-L-Ala-l.-Pro-L-Phe-p-nitroanalide in conditions
optimal for alkaline proteases activity (T.Graycar Pers. comm.). Briefly, culture
supernatants were assayed in 1 ml of final volume, containing 10 pl of‘a 20 mg ml'.1
stock solution of N-succinyl-L-—AIa-L-AIa-L-Pro—L»F‘hefp-nitroanalide dissolved in
Dimethy! Sulfoxide (DMSQ), 890 pl of a solution of 0.1 M Tris pH a.s-at 25°C and 100
ul of supernatant. The assays _nieasured. the increase in absorbance at 410 nm 'fnin"

due to hydrolysis and release of p-nitroanaline (ed,oj-?_8480/M 'clm, Estell et al. 1985).

Measurements of sporulation process markers
To measure APase activity and heat resistant spoj,resi by the'methods d_eéc'ribed
by Nicholson and Setlow (1990), 1.5 ml samples:were'.taken from the same-cultures __

' USéd for ﬁ-ga‘lacto‘sidase assays.
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Results

Expression of the aprE::lacZ translational fusion

(wt), hpr2 and degU32(Hy) strains have been reported (Ferrari et al. 1985; Ferrari et
al. 1986; Henner et al. 1988a). These studies have shown that the highest specific
subtilisin production rate is obtained between stage 0 and Il of sporulation. In addition,
it is known that hpr2 and degU32(Hy) have a synergistic effect on aprk expression
(Ferrari et al. 1995). As mentioned in the introduction, we were interested in studying
in more detail the effect of sinR null mutation in aprE expression, in a wt background
or in strains carrying the hpr2 and/or deqU32(Hy) mutations. For this purpose, we

constructed a set of isogenic strains carrying one or more of these mutations (Table

‘1), and measured the level of aptE expressidn using the aprE::lacZ translational
fusion described in Fig. 1. The B-galactosidase levels obtained in shake Hask cultures
of wt, hpr2 and degU32(Hy) strains (Fig. 2) were simﬂar to fhosé reported by otheré
(Ferrari et al. 1986). Interestingly, in all genetic backgrounds tested, specially_in the
degqU32(Hy) strain, the interruption of sinR caused a drastic decrease o'n' f3-
g.alactosidase.levels., without changing its timing and profile of expressidn (F'i:g. .25).'
These results were unexpected because., as mentioned be.fore, the sinR hull
'phenbtype is associated with higher expressioh of extracelluvlar proteases (Ga'ut etal.
1986), and several lines of evidehce Ihdicate't_hat SinR could be'a difec‘:t acting
"re'pressor» of aprE. This discrepancy COL}Id be explained by aséuming that-the ,smﬁ |

null mutation has a positive effect on the expression of one or more proteases other
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than AprE. To test this hypothesis, we decided to analyze the extraceliular protease
production in more detail. The first parameter analyzed was the total extracellular
proteases activity as described in Materials and methods. Because the strains used
are deleted for the npr gene and the assays were perlormed al pH 8.6, measurements
should detect primarily subtilisin and other protease(s) active in alkaline conditions.
Figure 3A shows that the sinB null mutant produced about two-fold more extraceliular
proteases than the parent strain. This result is in good agreement with previously
reported data (Gaur et al. 1986). However, in a degU32(Hy) background, the sinR null
mutation, appears to have a negative effect by decreasing the extracellular proteases
level to 50% of the degU32(Hy) parental strain (Fig. 3A). Next, we compared the total
extracellular proteases production in two B. subtilis strains in which both, the neutral
and alkaline proteases structural genes have been deleted. As shown in Fig. SB,'_it IS

- évident that compared with the control strain, the sinR mutant produced' a higher'léve.l
of total extracellular proteases. These results confirm that the _smﬁ null mutation
decréases ggr_li expression, while increas'eé the level of one ormc:;re.unidentiﬁed_

protease(s).

Alterations tv)nvthe_ Sporulaiio_n process.

As'an attémpi to understand hOw the sinB null mu’t'ation affect aprkE expression, we
decidéd to analyzé ’some‘_ other events of the sporulation process like expreséion of =
APase; timing of héat—re'sistant ~.sp'ore's appeareance and spo’rulati‘on efficiency of t'he |

cultures. APase expression is an indicator of the stage Il in the sporulation process
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as defined by the appearance of a completed asymmetric septum (Gaur et al. 1986).
Appearance of heat resistant spores indicates completion of the sporulation process.
The sporulation efficiency is a measurement of the fraction of the cullure that was able
to differentiate into heat-resistant spores. This fraction varies depending on the modia
composition and genelic background (Schaeffer et al. 1965; Chung et al. 1994).

In the wt strain, as shown in Fig. 4, the APase specific production rate increased
first at T, (7.5 h), and synthesis resumed later on, around T,, as described by others
(Bookstein et al. 1990). However, in sinR and/or degU32(Hy) mutants, the peak of
APase production was reached very early in the sporulation process, between T, and
T, and their APase level was 2 and §-fold higher, respectively, than in the wild type
strain. Our results confirm a previous" report that demonstrated that the sinR null
mutation resulted in the expression o_f stage Il genes one hcﬁur earlier.(Mahdic@Mulec
et al. 1992). To our knowledge, the observation that the degU32(Hy) mutation affects
Apase has not. been reported. | |

The changes in the level and timing of‘ APase expressio_r_f for all the analyzed
strains, were also reflected in the appearance of heat-resistant sinres,‘ In all tested
mutants mature'spores appears muCh earlier than in the wt s‘train, (Fig 5).
| Furthermore, the degU32(Hy) strain sporulated at the séme level as the wt strain, but
strainstarrying the sinR null mutatidnspcrulate at a frequency twice as high as the .
wt. This difference,‘ hoWever,was ohly observed by measuﬁng the sporulation
percentage 12 h after T, (Fig. 5).

We want to stress the point that strains lacking SinR sporulate with higher efficiency

K
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than the wt strain, has been reported previously (Mandic-Mulec et al. 1992). However,
the earlier detection of heat-resistant spores has not been reported for these two

genetic backgrounds.

DISCUSSION

it has been reported that SinR is a repressor of stage H events, thus preventing a
premature commitment to a dormant stage (Mandic-Mulec et al. 1992, Louie et al.
1992). The absence of this regulatory circuit in a sinB null mutant, could increase the
size of the subpopulation completing stage i, i.e. the number of cellé committed to
sporulate. As a consequence, some of the events that follow septum formation, such
as APase activity and the appearance of heat resistant spores, could occur early
and/or in a higher fraction of the cell population. Furthermore, by changing the time
frame in which certain genes are turned 6n- or off, the absence of SinR .could'also
affect some of the events preoeding septum formation. For instance, if in a wild type
strain the expression ot a gene last 2 h, time neede‘d to overcom‘e,‘the repressive
efféct of SinR and proceed to the next stage, in absence offhe re'p_resstor, this 'pe.riod
of time 'couidbe shorter. This is an important factor to consider since, in the wild-typé
.strain. the ekpression-of aprkE ceases ar‘ouhd T, (Fig. 2A). Hénce shortening the ..
subtilisin expression period éould explain the observed .negaiive effect of sinR nun‘
- mutations on aprE. | |

Another aspect to consider is the fact that in a sporulating culture of B._sublilis, only a |

- subpopulation of cells actually produces mature heat-resistant spores (Schaeffer et al.
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1865). Furthermore, recently it has been shown that cells that do not produce spores,
are unable to express some of the earliest induced developmental genes that are
directly activated by SpoOA~P (Chung et al. 1994). It is conceivable that mutations in
some of the transition state regulators could also aflect the behavior of those
subpopuiations.

Considering that aprE  expression is coupled to a developmental process in
which the magnitude ahd the timing of a cascade of responses is monitored and
controlled constantly. It is therefore reasonable to expect that some of the effects
caused by mutations in certain transition state regulators alter subtilisin expression by
altering the sporulation process. It should be mentioned tha{ to date no transition
state regulators mutations affecting solely aprE expression have been described.
Finally it should be emphasized that some of the mutations studied affected the
sporulation program changing the timing and by increasing the fraction of cells

capable of forming heat resistant Spores. These results -suggest that in B, sulg_&i,,s__:

there is a mechanism that controls the percentage of cells which will undergo
sporulation, while other members of the population perform other activities.” Such
mechanism would assure that, in an adverse environment, part of the population will

produce spores to insure survival, while other cells can resume exponential growth as

soon as the Vappropr_iate'conditions arise. It appears that B. subtili_s cultures behave
more like a well programmed microbial society where there is a division in the roles
 that certain subpopulations perform, to ensure the continuous permanence of this

“microorganism in its ecological niches.
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Figure Legends

Figure 1. Construction of the papriacZ plasmid. The 634 bp DNA fragment containing

the aprk regulatory region isolated from pSG35.1 was cloned into pdF751. Resulting

plasmid (paprlacZ) allows integration into the aprE locus by a single crossover event,

Figure 2. Expression of the aprE::lacZ fusion. (A) LacZ levels in the wi (BB83), hpr2

s 2 4

degU32(Hy)(BB88) strains. T, in the X axis indicate the begining of the sporulation.
Due to the high level of B-gal produced by the BB87 and BB&8 strains and to fit the
data in the plot, a break in the scale for the Y axis indicated by the symbol // was
introduced. (B) To determine the time at which the maximal aprE expression was

achieved, the -gal specific production rate was calculated and plotted.

Figure 3. Total extracellular alkaling proteases levels. (A) Measurements of the wt

(BB8O), sinR (BB11), degU32(Hy)(BB17) and sinR degU32(Hy)(BB18) strains. (B)

Extracellular proteases detected in npr aprE (BB8Y) and npr_aprE_'sinﬁ (BBQD)

strains. T, indicate the initiation of the'sporulation.

Figure 4. Alkal'ine phosphatase specific production rate in the wt (BB83), sinR (BB&5),

degU32(Hy)(BBB7) and sinR degUSE(Hy)(BBBB) strains. T, indicate the initiatiovnvof_tl“se

~sporulation.
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Figure 5. Formation of heat resistant spores in strains with wt (BB83), sinR (BB85),

degU32(Hy)(BB87) and sinR degqU32(Hy)(BB88) genetic backgrounds. Samples were

taken at different time points, diluted serially in phosphate buffer, 0.1 ml samples were
plated on LB agar plates to determine the tolal number of colony forming units. The
rest of the sample was heated at 80°C for 10 min and plated on LB agar plates. The
percentage of the population that survived heat treatment was calculated and plotted.

T, indicate the initiation of the sporulation.



Table 1. Bacterial Strains

Strain Description Source

B.subtilis

IS432 SinR;:cat metBS5 higsAl leuAl M. Strauch
18720 sinR::pm_metB5 hisAl leuAl E. Ferrari
BB11 BBB80 sinR::cat This work
BB17 BBB80 deaU32 (Hy) E.Ferrari
BB18 BB80 sinR::;cat degU3l2 (Hy) This work
BB80 Anpr hisaA glvB E.Ferrari
BB82 Anpr _hisA hpr?2 E.Ferrari
BB83 BB80 anprk::lac? cat This work
BB84 BB82 aprk::lacZ cat This work
BB85 BB83 sinR: :pm ~This work
BB86 BB84 SinR: :pm This work
BB87 BB83 deqgU32 (Hy) This work
BB88 BBS83 sinR::pm deqU32 (Hy) | This work
BE89 | BB80 nprE18 Aaprpe3l | . This work
BBS0 BB89 sinR::cat - - - This work
E.coli
JM101 | | -supE_Ehi {1@c~mroAB)[F;traD36v |

| RroAB lacI’z M151 ,,  Lab stoék

Abbreviations: pm, pleomycin gene; cat, chloramphenicol

acetyltransferase gene.
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UNA PROTEINA SpoOA TOTALMENTE
FUNCIONAL ES REQUERIDA PARA LA
 MAXIMA EXPRESION DEL GENE aprE
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Abstract The initiation of sporulation in Bacillus subtilis is
under control of the transcriptional factor Spo0A. Most Spo0A
mutants fail to initiate the sporulation process and all the
sporulation initiated processes such as the synthesis of subtilisin.
However, the product of spof49V, one of the several spo0A
mutants characterized, distinguishes itself in the fact that, while
it appears to effectively repress abrB, it fails to activate the
spoll4 operon, The aim of this study was to examine the effect of
the spel A9V mutation on aprE expression and we found that in
different genetic backgrounds, the spo0.491) muiation has a
negative effect on aprE; tlacZ expression.

Key words: Sporulation; abrB expression; 3-Galactosidase
fusion; Phosphorelay; Transition state regulator

1. Introduction

The initiation of sporulation in Bacillus subtilis is under
control of the SpoOA transcriptional factor. Spo0A belongs
to a large family of phosphorylation-activated signal wrans-
duction proteins that regulate adaptative responses in bacteria
(1]. It is phosphorylated by a complex phosphorelay that in-
ciudes several components needed 1o integrate multiple signals
(2}, The spo0A gene product regulates negatively the «brB
gene [3,4], a repressor of several genes which transcription is

initiated during the transition between exponential growth

and stationary phase [3]. As a positive effector, SpoQA is in-
dispensable for activating the expression of at least three im-
portant stage I genes or operons [6).. Different mutanis of
spo0A gene have been isolated. Among them, the spe0A491
gene product (Spo0A9V) represses wbrZ but fails to activate
the spollA operon. Also, as deduced from qualitative assays
-~ on milk plates, when a strain carries the spo0A91” allele, the
production of extracellular proteases appears normal [7).
These data support the suggestion that in a strain carryving

the spa0A91 mutation. it is possible to dissaciate the positive

and negative regulatory properties of Spo0A [7).

The aprE gene of Bacillus subtilis codes for the extracellular
protease subtilisin and its expression is controlled by Spo0A,
AbrB and several other regulators |8]. In the present study we
examined the effect of the spol A7) mutation on apr£ expres-
sion. We have found that in differem genetic backgrounds, the
spo0A91 mutation has a negative cffect on uprk expression,

*Corresponding awhor, Fux: (82) (73) 17-2388,
E-mail: valle@ pbr322.comgebiunmm.mx

2. Materials and methods

2.1. Bacterial strains and plasmids

The genotypes of bacterial strains used in this work are listed in
Table 1. All strains are derivatives of BG125 [9). Strain JHI3541 was
kindly provided by J. Hoch. The rest of the sirains were construct.
¢d for this study using the method described by Anagnostopoulos
and Spizizen in {10). To measure aprE gene expression we used an
aprE: laeZ fusion integrated in the any locus, as previously described

(9]

2.2, P-Galactosidase ussays

B. subtilis cells carrying pSG35.1 and pSub-204 (Fig. 1) were grown
at 37°C in Schaeffer’s sporulation media [11]. At regular time inter-
vals, samples of 1 ml were taken and assaved for B-galactosidase
specific activity as deseribed in [9].

2.3, Plasmid construction

Plasmid pSub.204 wazs constructed using standard recombinant
DNA technigues. A DNA fragment that contains part of the apr£
regulalory region was generated using the polymerase chain reaction
(PCR} and the synthetic primers Subl] and Sub2. The sequence of
the primers is the feliowing: S'GGAATTCGGACTCAGGAGC-
ATTTAACCS (Subl); 3 CGGGATCCCGTTAACGCAAACAA-
CAAGCS" (Sub2). These primers hybridize with the 204 10 —185
region of the aprk regulztory region and from the +83 to +100 of the
aprE structural gene vespectively [12). The recognition sequence for
the FeoRI or BamHI restriction enzymes were introduced in the pri-
mers to facilitate the cloning of the DNA fragment into pSG33.1 (see
Fig. 1. -

3. Results and discussion

Since the mutation po0A9Y generates a SpoOA protein
that can still repress chrB efficiently, but cannat activate the
transcription of the spof/4 operon [7], we were interested in
studying the effect of such mutation on @k expression in
different genetic backgrounds. For such a purpose we con-
structed the B. subiilis strains described in Table 1. Tt is im-
partant 1o mention that Apr? [13) and deg U32 [14-16} muta-
tions cause aprE overexpression and that their effects are
synergistic [9-17). We measured aprE expression using an
aprE:acZ fusion in all these strains, In all the analyzed
strains, B-galactosidase peaked between 2 and 3 hafter ending
exponential growth (data not shown). To fucilitate compari-
sons belween strains. the f-galactosidase specific activities
reached at Ty were compared. As can be seen in Table 2,
the spofA91” mutation had. a negative effect, even in’ the
strains carrying the degl32 or hpr2 mutations - thut cause
aprE over-gxpression. The level of B-galactosidase activity
wits approximately 3.7old Jower in the spoQ49) backeround
in all the analyzed strains. We believe that such difference is
small for a qualitative assay, like the measurement of halos on
skimt milk pliates, iand could explain the discrepancy between

SO014-5793/96/812.00 © 1996 Federaion of European Biochemical Societies. All rights reserved.
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our data and the ones reported in {7]. This suggestion is also
supported by the fact that milk plaites reflect more decurately
the levels of the neutral protease Nprk.

These data suggest that a fully functional Spo0A is needed
for an adequate aprE expression. Since abrB is regulated nor-
mally in a spa049V background |7}, SpoOA should have an-
other role on aprE expression (see below). The fact that the
negative effect of spodA9)V was observed even in a fipr2 mu-
tant, suggests that this effect is not due 10 a secondary eflect
on hpr. It is also clear that the degl32 mutation does not
overcome the repressive effect of spo0.49V.

A possible explanation for these results could be that in the
spo0 A9V mutant, SinR activity is not adequately regulated.
SinR is a regulator that prevents premature expression of
stage Il sporulation genes [18-20). Its overproduction has a
negative effect on aprE expression {21]. Furthermore, purified
SinR binds 1o a specific region on the aprE regulatory region
22). It is known that SinR is regulated by the action of Sinl
by protein-protein interaction, and that in a spo04 mutant,
sinl is repressed {23).

To test this hypothesis, we analyzed again the effect of
spo0A9V mutation in wi, hpr2 and degU32 strains, However,
in this set of experiments, we used an apr£ regulatory region
devoided of the SinR binding site as shown in Fig, 1 it is
known that such regulatory region is insensitive to SinR re-
pression {12,18). Essentially, this construction is the same as
the one reported previously [12] in plasimid pSG33.8 and m-
tegrated into the emy locus. However, because we have found
that some of the original construct carry an uncharacterized
deletion on the uprE regulatory region, we built a new plasmid
called pSub-204 carrying the upstream region of the apr&
promoter up to the —204 position (PaprE-nqsy) (Fig. 1). The
correct integration and size of this fusion was corroborated by
PCR (data not shown).

After measuring f-galactosidase levels in these strains (Ta-

ble 3) it was found that in a w1 background, afler deleting the

SinR binding site of the aprE regulatory region, the negative
effect of the spo0A71Y mutation disappeared. The sdme resuits
was obtained in an Spr2 background. Here is important 10
mention that as previously reported. and by unknown rea-
sons, the effect of the /fipr2 mutation. on this sherter version
of the aprE regularory region. is Jost [12], Furthermore,
- PaprE_agy lost partiadly its capacity 1o vespond to the

degU32 mutation. However. in this genetic background, the

Table 1
Bacterial strains

J. Ohmos et al IFEBS Leners 381 (1996) 29-31

£coRY ¢ Hom Kl
digesvipn ond
purificotion of
the vector

PCRond punitication
ol o0 DNA frogmen!
containing part of the
opr£ requlotory region

=

oré
pBRIZ2

-Fig. 1. Consiruction of plasmid pSub-204. Using PCR and synthetic

oligonucleotides Subl and Subl (see section 2), a DNA fragment
comprising part of the aprE regulatory region was obtained, It con.
tains the putative DegU recognition site, 1wo of the Hpr binding
sites (Hpr3 and Hprd) and the AbrB binding site previously located
(37.3). These sites as well as other relevant features of this DNA
fragment are also indicated, '

repression factor due to the spo0.AY 1/ mutation was similar
(see Tables 2 and 3). . ‘ :

These data indicate that part of the negative effect of the
spo0 A9V mutation is due 1o the binding of SinR to the eprE
regulatory region. However in a degl'32 background, a fully
functional Spo0A is required for maximal expression. '

Recently it has been veported that a mutation in spof.A gene
cadon 97, suppressed the sporulation defect caused by the

Strain : : -~ Genatype or description Source andlor Ref.
BB17 © BBY) degU'32 E. Ferrari

BBRO ' : Ao hisd ghB E. Ferran

BBS2 ' Anpr hisA hprl E. Ferrari

BREOY BBEG amyfaprk: tlack) car This work
- BBS10 . BBEY amyiupr K Hlacd j cat This wark

13B81] : BB&UG degt’3? : This work
BBSI2 . BBSY amy(papr Kooy ey cat This work

BB&I3 BBS2 wny(paprE.uy o lacZ) cat This wark
BBS14 BBEI2 deglhi? ' This work
JH1354) B o . A9V phe J. Hoeh
BBS1S ' _ BREOS span. 49V This wark
BBSIG6 - . BBEID spo0A9)” ~This work
BB8I7? ' . BBSI spofAGH This work
BBS)§ BR8I2 spoll45V This work
BBEI9 ' - o - BBRI3 o A9Y This wark

This work

BBEG - BBSIS spalt A9V



J. Olmus ot al IFEBS Lewters 381 (1996) 29-3)

Table 2
fl-Galactosidase specific activity of the Papr £, lacZ fusion at T

wi A9V Ratio
wilspoll 4917
wi 2,262 394 5T
hpr2 10,500 2446 4.3
degU'32 55,600 §835 6.3

spo0A49V mutation. This suppression was evident only in the
presence of a mutation in the spo0H locus [24]). This result
support the hypothesis that Spo0A interacts direcily with the
transcription machinery [7).

The fact that spe049V revertants required a mutation on
spo0H is important because apparently 8%, transcribes a di-
verse group of genes that play important roles in the bacter-
ium responses to nutrient depletion, and it is required to am-
plify the response initiated by Spo0A-P [25]. In this sense, 1t is
known that a deletion of spo0H lowers aprE: :lacZ expression
approximately five- fold [26]), the same value observed in the
spo0A9) mutants.

Based on these, it is possible to speculate that in a spo0. 491
mutant, some genes of the 8regulon that require a direct
interaction between SpoOH and Spo(lA-P. are not properly
activated or repressed.

Finally, the data presented in this paper support the notion
that in B. subnilis, the aprE gene can be expressed at different
levels; one is obtained in wr strains under normal Jaboratory
conditions, and is controlled by Spo0A mainly through the
action of SinR. Another level is only obtained through the
action of degl32 mutation, and requires a fully functional
Spo0A. This level of expression depends on an unidentified
signal,
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las expectativas que visiond
para mi, el ser gque me puso
en este cuerpo, en este
espaclo vy en este tiempo"
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EFECTO DE LAS MUTACIONES sinR y degU32(Hy) SOBRE LA
EXPRESION DEL GENE aprk

El gene aprk ha servido como modelo para tratar de entender
los mecanismos fisioldgicos y moleculares que controlan la
expresién de los genes en el estado de transicidn, comprendido
entre el final de la fase exponencial, el inicio de la fase
estacionaria y/o de la esporulacidn en B, subtilis. aAlgunas de
las proteinas reguladoras que controlan la expresidn de apre va
han sido identificadas, entre las mds importantes se encuentran
las proteinas AbrE, Hpr, DegU, SinR, SpoOH y SpoOA. Sin embargo,
aungue se conoce cuales de ellos son reguladores positivos vy
cuales negativoeos, el mecanismo de regulacidn gue ejercen estas
proteinas sobre el gene aprkE no estd bien determinado. En este
contexto, en el presente trabajo se desarrolld una serie de
experimentos In vivo, con el objeto de entender mejor el papel
de las proteinas DegU, SinR y SpoOA en la expresidén del gene
apreE, asi{ como para tratar de determinar la relacidn entre el
proceso de esporulacidn vy la expresidén de apre.

Durante el andlisis de la expresién de aprgE identificamos
que las mutaciones en sSinR, creadas por la insercidn de los genes
que confieren resistencia a cloranfenicol y fleomicina (Tabla 1,
manuscrito 1), disminuian en un 50% la sobreexpresidn de la
fusidn transcripcional aprk::lacz causada por las mutaciones hpr2
y degu32(Hy). Ademds, los niveles de B-galactosidasa-subtilisina
producidos en la cepa silvestre, fueron afectados de manera
similar cuando la mutacidén SInR estd presente (fig.2A). Estos
resultados mostraban un comportamiento contradictorio a lo
reportado para la proteina SinR (Gaur et al. 1986; 1988; 1991},
por lo cual, para corroborarlos se midid directamente del medio
de cultivo la actividad proteolitica de subtilisina en otro grupo
de cepas, las cuales compartian la delecidn del gene NPIrE, que
codifica para la proteasa neutra (NprEkE), la proteasa extracelular
méds importante después de subtilisina (f£ig.32), lo gue ocacionaba
gque la actividad proteolitica extracelular se debiera casi
exclusivamente a subtilisina. Como conclusién obtuvimos que ambos
grupos de cepas presentaron una disminucién de aproximadamente el
50% en la sintesis ce subtilisina cuando 1ntroduciamos la '
mutacién SinR (fig.2x y 3A). Cabe sefialar que en estos N
experimentos la cepa BBRl1l. presenté un aumento en la sintes1s de
proteasas extracelulares produciendo el doble de actividad con
respecto a la cepa silvestre, resultado que va de acuerdo con lo
reportado (fig.3A) (Gaur et al. 1986). Para saber si el aumento en
la sintesis de proteasas extracelulares en la mutante BBll se
debia al aumento en la sintesis de subtilisina, se construyé una
cepa donde se deletaron las dos. proteasas extracelulares |
mayorltarlas (subtilisina y proteasa neutra) y se le introdujo. la_
mutacidén sSinR. Esta construccidn fue hecha con la finalidad de
demostrar gque el aumento en la act1v1da0 de proteasas
extracelulares en la cepa BBll no fue debido al incremento en 1a
sintesis de SUbtlllS ‘na, sino al incremento de una o mas de las
proteasas minoritarias gue al parecer si son repllmldas por SlnR
(flg 3B). - |
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Tomando en cuenta gue SinR es una proteina reguladora gue
ejerce efecto positivo y negativo en la expresidn de varios genes
(Gaur et al. 1991), la primera hipdtesis gue surgid acerca del
comportamiento presentado por las mutantes con el genotipo SinR,
fue que SinR en vez de ser un represor de la expresidédn de apre
podria ser un coactivador. Sin embargo, Smith vy colaboradores han
descrito qQue SinR es un represor de varios de los genes que se
expresan en el estadio II de la esporulacidn vy de la sintesis de
proteasas, en particular de subtilisina, ya que SinR se une
fuerte y especificamente en un sitio que abarca la posicidn -263
a la -217 relativo al sitio de inicio de la transcripcidén del
gene a4priE; esta supuesta represidn es apoyada por experimentes
realizados In vivo donde una cepa de B, subtillis que lleva una
delecidn que termina en la posicidn -244 de la regidn de
regulacidén de aprE es insensible a la represidn por SinR cuando
esta proteina se encuentra sobreexpresada (Henner et al. 1988a).
Estos resultados sugileren que el sitio de unidn para SinR, en la
regién de regulacidn de apre, es esencial In vivo para que esta
proteina pueda ejercer su accidn sobre la expresidn de este gene.
Hay qQue seflalar qgque estos resultados solo se han determinado en
condiciones de sobreexpresidn.

Analizados los datos obtenidos de las mediciones de f-
galactosidasa-~subtilisina, proteasas y las funciones descritas
para SinR, creemos que estos resultados podrian ser interpretados
de dos maneras:

1) Estd ampliamente reportado que la proteina SinR es un
represor de algunos de los genes que se expresan en el estadio
ITI. Esta represidén tiene como principal objetivo prevenir la
formacidén prematura de septo y por ende la formacidn de la espora
(Mandic-Mulec et al. 1992; Louie et al. 1992). La ausencia de B
este circuito regulatorio en una mutante SinR, podria incrementar
el tamafic de la subpoblacidn celular gue completa el estadio II,
el numero de células que terminan la esporulacidén y, como -
consecuencia alterar el tiempo y el nivel de expresidn de algunos
de los genes y eventos gue siguen a la formacidén de septo, tales
como la actividad de fosfatasa alcalina y la aparicidn de esporas
resistentes a calor. Ademds, alterando el tiempo en el cual se
prenden o se apagan ciertos genes, la ausencia de SinR podria
también afectar algunos de los eventos que preceden la formacidn
de septo. Por ejemplo, si en una cepa silvestre la expresidn de
un gene dura de T, a T,, tiempo necesario para sobrepasar el
efecto represivo de SinR y proceder al siguiente estadio, en
ausencia de este represor, este periodo de tiempo puede ser més
corto. Este es un factor importante para considerar cuando en una
cepa silvestre la expresidén de apriE termina alrededor de T,
(£ig.22). Por lo tanto, creemos que por acortar el periodo de
expresidén de aprE se podria explicar el efecto negativo producido
para este gene en las mutantes SINR (fig. 2B y 4).

2) Que SinR a niveles fisioldgicos, no sea uwn represor del
gene apre, si no un coactivador.
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Tratando de comprobar la primera hipdtesis, se construyd un
grupo de cepas en las cuales se analizaron varios marcadores
celulares (subtilisina-ﬂgalactosidasa, fosfatasa alcalina y
esporas resistentes a calor). De los resultados de estas
mediciones se puede concluir lo siguiente:

A) Aungue las mutaciones SInNR y degu32(Hy) alteran
morfologia celular, competencia y mobilidad desde la fase
exponencial, el tiempo en el cual se inicia la entrada a la fase
de esporulacidn en estas células no se afectd (resultados no
mostrados) .

B) Asimismo, el tiempo en el cual se alcanzd la maxima
produccidén de B~galactosidasa~subtilisina en las cepas
construidas tampoco se alterd (fig. 2B, manuscrito. 1).

Las dos observaciones anteriores indican que las mutaciones
analizadas al parecer no afectaron el tiempo de entrada ni el del
primer estadio de la esporulacidn.

C) Sin embargo, los resultados de fosfatasa alcalina y
esporas resistentes a calor (fig. 4 y 5, manuscrito. 1) muestran
que tanto con la mutacidn SinR, asi como con la mutacién
degu32 (Hy), el periodo y el nivel de expresidn de estos
marcadores se vieron alterados drésticamente. Esta alteracidn en
los tiempos de expresidn, trajo como consecuencia gue se
suscitara un fendmeno de sobrelapamiento entre el periodo en el
cual se produce subtilisina, con el de produccidén de fosfatasa
alcalina. Este sobrelapamiento se presentd de una manera mas
marcada en las cepas con el genotipo sinkR (fig. 2 y 4,
manuscrito. 1), lo cual como se menciond en la primera hipdtesis,
podria sexr la causa principal de la disminucidén en la sintesis de
subtilisina en las cepas con esta mutacidn. Esta idea puede
explicar porque los resultados obtenidos con fP-galactosidasa-
subtilisina en las cepas con el genotipo SIinR, presentaron una
disminucidén en la actividad, y en parte también explica los
resultados obtenidos con la cepa degu32(Hy) (fig. 2, manuscrito.
1l). Esto Ultimo, porqgue la cepa degU32(Hy) a diferencia de las
cepas SInR, inicid la produccidén de fosfatasa alcallna una hora
después de que se alcanzd la médxima produccidén de B- -
galactosidasa~-subtilisina (fig.2B y 4, manuscrito.l), lo cual
podria dar tiempo suficiente para sintetizar subtilisina de
manera normal., Sin embargo, esta idea no explica porque la
mutacidén degu32 (Hy) adelantd los tiempos de expresidén de manera
similar a como lo hizo la mutacidén SInR. Una hipotesis para
explicar los cambios en los tiempos vy los niveles de expresidén de
- los marcadores analizados en la cepa degu32(Hy), es que esta
‘mutacidn al parecer induce un fenémeno de sincronizacién en una
subpoblacidn celular (fig.4 y 5). Zlgunos efectos comparables de
sincronizacién han sido reportados (Chung et al. 1994, Ireton and
Grosman, 1992). Esta idea no es tan extrafia si recordamos que
esta proteina pertenece a una familia de proteinas llamada de dos
componentes, las cuales son reguladas por sefiales metabdlicas, -
ambientales y/o de densidad celular (Albright et al. 1989, Msadek
et al. 1990). Por lo tanto pensamos gue la mutacién degU32 Hy )
pudo inducir el inicio de la esporulacién en forma sincronizada,
afectando 1a relacién de estas seflales y/o alterando:-el umbral de
las células para responder a ellas, y como consecuencia produjo
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un aumento en la sintesis de subtilisina y fosfatasa alcalina.

Adicionalmente, aunque estéd reportado gue la mutacidn
degU32 (Hy) incrementa la frecuencia de transcripcién del gene
aprE (Henner et al, 1988b), no estd claramente demostrado cual es
el mecanismo de activacidédn que utiliza. Como ya se menciond, en
los experimentos realizados In Vvitro e In vivo no se ha
encontrado el sitio de unidén de esta proteina en la regidn
reguladora de aprie. Tampoco ha sido establecido si la proteina
DeglU actula indirectamente a través de otra proteina accesoria
sobre aprkE & a través de la induccidn de un cambio conformacional
en la estructura del DNA. También se desconoce como actula DegU
sobre la expresidédn de fosfatasa alcalina, cabe mencionar gue a la
fecha no existe ningin reporte donde se mencione que DegU regula
la expresién o actividad de fosfatasa alcalina. Por los motivos
mencionados anteriormente, creemos que es factible la idea de que
si mds células por unidad de tiempo inician el proceso de
esporulacidén en forma sincronizada, el aumento en la sintesis de
subtilisina y fosfatasa alcalina pueden parecer como un aumento
en la frecuencia de transcripcidén. Ademds, tomando en cuenta la
pleiotropicidad que ocasiona esta mutacidn, es posible que la
alteracién en la sintesis de estos marcadores sea una combinacidn
de varios de los factores antes mencionados.

Por todo lo anterior, se podria decir gque la expresidédn de
apre estéd acoplada a un proceso de desarrollo en el cual, la
magnitud vy el tiempo de respuesta de cada uno de los eventos es
monitoreado y controlado constantemente, Por tal motivo, es
razonable esperar que algunos de los efectos causados por
mutaciones en los reguladores del estado de transicién, alteren.
la expresidén de subtilisina, fosfatasa alcalina vy esporas
resistentes a calor, de manera indirecta al alterar el proceso de
esporulacidn. En este sentido, a la fecha no se ha descrito
ninguna mutacidén en los reguladores del estado de transicidn que
afecte Unicamente la expresidén de aprE. Asimismo, hay que
enfatizar que algunas de las mutacmones estudiadas afectaron el
proceso de esporulacién, modificando el tiempo é incrementando la
fraccidén de células capaces de formal esporas 1e51stentes a- '
calor. :
Estos resultados sugieren que en B. subtllls ex1ste un -
mecanismo que controla el porcentaje de células qQue van a formar
espora, mientras otros miembros de la poblacién desarrollan otras
actividades (fig. 4 y 5). Tal mecanismo puede asegurar que, €n un
ambiente adverso, parte de la poblacidn forme esporas para :
asegurar su sobrevivencia, mientras la otra parte puede relnlcvar
el crecimiento exponencial, tan pronto y como las condiciones se
tornen apropiadas. Finalmente, pareciera que un cultivo de B.
subtilis se comporta como una sociedad microbiana bien
programada, donde hay una divisidén en los papeles que deqempeﬁan
ciertas subpoblaciones celulares, lo cual haria mds factible la
permanencia de este.microorganismo en su entorno ecolégico

Por otra parte, aungue los lesultados obtenidos apoyan la
‘primera hipdétesis, no podemos descarLar la segunda, la cual como
ya se menciond, trata la posibilidad de que SinR en vez de actuar
como represor actue como coactivador en la expresidén de apre. Por
lo tanto, se tiene contemplado trabajar més sobre esta idea. '
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EFECTO DE LA MUTACION spoOA9V SOBRE LA EXPRESION DE
SUBTILISINA

La iniciacidén de la esporulacidn en B. subtilis estd bajo el
control del factor transcripcional SpoOA. La mayoria de las
mutantes SPOOA no pueden iniciar el proceso de esporulacidn, ni
eventos como la sintesis de subtilisina. Sin embargo, el producto
de la mutacidn spoOAIV, una de las mutaciones SpPOOA
caracterizadas, se distingue de las demas porgue puede reprimir
la expresién de abrB vy, por ende, iniciar al parecer de manera
eficiente el proceso de esporulacidédn. Por otra parte, esta
mutacidén no puede activar la transcripcidén del operdn SpoIIr el
cual estd encargado de dar inicio a la formacidn de septo y como
consecuencia, de producir una espora madura (Moran 1991).

En este trabajo, se estudid en diferentes fondos genéticos
el efecto de la mutacidn SpoOASV en la expresidén del gene apre.
Para tal propdsito, se construyeron las cepas de B. subtilis
descritas en la Tabla 1, manuscrito 2. La fusidn aprk::lacz se
utilizd en todas las cepas para determinar la expresién de apre
Y, como se puede observar en la Tabla 2 del manuscrito 2, la
mutacidén SpoOA9V provocd una disminucidén de la sintesis de fB-
galactosidasa-subtilisina de aproximadamente 5 veces en todos los
fondos genéticos analizados. M&s adelante, se demostrd gue en la
cepa silvestre y en la hpr2, este efecto se debia Unicamente a la
regulacidn ineficiente que estaba ejerciendo la proteina SpoOASV,
sobre el operdn SInRI lo cual estaba provocando un aumento en la
concentracién de la proteina SinR, que segin lo reportado, |
provoca una represién de la expresidn de aprkE (Gaur 1991). Lo
anterior se confirmé utilizando una regidn de regulacidn de aprE
deletada hasta la base -204, la cual elimina el sitio de unidn de
SinR (f£ig.l, manuscrito 2) y restaura el 100% de la ewpleblén de
apre en ambas cepas (Tabla 3, manuscrito 2).

Hay otros aspectos gue se pueden concluir como resultado de
este trabajo ademds de lo discutido en el manuscrito 2. Uno de
ellos, es qQue a pesar de que la regidn reguladora de &aprE cuenta
con dos secuencias consenso perfectas para la unién de la
proteina SpoOx (fig.l, manuscrito 1), estos sitiocs purec1eran no -
ser funcionales, ni tampoco gue esta proteina actue dlrectamente
con el comple-o transcripcional. Lo anterior se deduce porgue en
la cepa silvestre y/o en la hpr?_en combinacidn con la delecidn
~-204 v la mutacidn SpOOA9V en las cuales se elimina la represidn
por SinR, la expresién de aprE se restaura comp]etamente como si
“la mutacidén $pPOOAIJV no existiera (Tabla 3, manuscrito. 2). Lo
anterior no considera el 50% de disminucidn que ocurre en la
expresidén de EDIrE cuando se elimina con la delecidn -204, el
'sitio de unidn de SinR (Tabla 3, manuscrito 2). Estos resultados
indican que en las condiciones analizadas, la protewna SpoOAIV. no
pareciera estar llevando a cabko ningin efecto directo sobre la
expresién de EprE, en la cepa silvestre ni en la hpr2. Sin
embargo, este no es el caso para la Cepa con las mutaciones
SPOOASV/degu3z (Hy) y la delecidn -204, la cual sigue presentando
el efecto negativo en la sintesis de ﬂ -galactosidasa-subtilisina
causado por la mutacidén SPOOAIV, aun cuando se hayan elimlnado
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con la delecidn, el efecto represivo causado por SinR y los
probables sitios de unidn para la proteina SpoOA9V en la regidn
de regulacidén de aprE (Tabla 3, manuscrito. 2). De estos
resultados se podria especular lo siguilente: a) que SpolOA v
DegU32 (Hy) pudieran estar interactuando y como consecuencia de
una interaccidén deficiente, por efecto de la mutacidn spoOASV,
esto trajera como resultado la disminucidn en la expresidn de
apreE. Este efecto puede ser visualizado con la mutante

DegU32 (Hy), pero no con la proteina DegU silvestre, b) que
SpoOA9V, como se menciond en el manuscrito, estuviera afectando
los niveles normales de algun otro activador transcripciconal como
SigH, el cual pudiera estar interactuando directa o
indirectamente con el complejo transcripcional y esto resultara
en la disminucidén de la sintesis de subtilisina, c¢) que SpoQA
regulara directa o indirectamente la expresidén de degl.
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CONCLUSIONES

Del anédlisis de los resultados obtenidos con las mutaciones
estudiadas se pueden concluir varios puntos importantes:

1l.- S8SinR evita el acortamiento del periodo de sintesis de
subtilisina, previniendo la expresidén temprana de los genes
SpoIl y/0 la septacidn. Para esto, es indiferente gue se
encuentre presente ¢ no su sitio de unidén a apre.

2.~ A concentraciones fisioldgicas normales, SinR es
indispensable para obtener la maxima expresidn de apre,
necesitando para esto su sitio de unidn en la regidn de
regulac1én de este gene.

3.~ A concentraciones fisioldgicas anormales (sobreexpresidn),
SinR actla como un represor al parecer de manera directa, va
que cuando se elimina su sitio de unidén, esta represidn se
abate.

4.- La mutacién sIinR ademd&s de alterar el periodo y los niveles
' de expresidén de subtilisina, fosfatasa alcalina y esporas
resistentes a calor, también altera la expresidén de una
proteasa minoritaria que no ha sido identificada.

5.~ La mutacidén degu32 (Hy) induce un fendmeno de sincronizacidn
en una subpoblacidén celular, lo cual produce como
consecuencia la alteracidén de los periodos y los niveles de
expresidén de fosfatasa alcalina y esporas resistentes a
calor de manera similar a como lo hace la mutacidén SinR. Es
posible que esta sincronizaciédn sea la responsable del
aumento en la sintesis de subtilisina; sin embargo, hay que
realizar otros experimentos para demostrar esto.

6.~ La proteina SpoOA9V disminuye la sintesis de subtilisina en
la cepa silvestre y en la cepa con la mutacidén hpr2, por
alterar al parecer la regulacidén del operdn SinRI.

7.- Con una delecidn de la regidn de regulacidn de apreE gue |
llega hasta la base -204 y gue elimina el sitio de unidn de
SinR, se demostrd que la proteina SpoOA, al menos en las
condiciones analizadas, no actia directamente sobre la
regidén de regulac1én ni el complejo transcripcional de este
gene. o '

8.- Las proteinas SpoOA y DegU32 (Hy) interactdan de alguna
manera en la expresidén de apre, | |

Han transcurrido mds de 10 aflos desde que se inicid el
estudio de la regulacidn de la expresidén del gene aprg, lo que ha
permltldo reunir una gran cantidad de informacién acerca de lOo.
mecanismos que gobiernan su regulacidén. Sin embargo, los |
resultados obtenidos en este trabajo, muestran que todavia fa]La
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mucho por hacer para poder entender los complejos mecanismos que
regulan la expresién del gene aprkE en B, subtilis. En este
sentido a continuacidn se mencionan algunos de los trabajos que
se podrian realizar.

PERSPECTIVAS

1.- Tomando en cuenta que a ccncentraciones fisioldgicas, SinR es
indispensable para obtener la méxima expresidn de apre y, que
para esto necesita su sitio de unidén en la regidn de regulacidn
de este gene, queda por determinar si SinR actla como activador o
co-activador en la expresidn de aprk.

2.~ Dado gue las mutaciones en los reguladores del estado de
transicidn permiten sobreexpresar subtilisina y, a su vegz,
ocasionan varios efectos pleiotrdpicos, se buscaran mutaciones en
la regién de regulacidn gque nos permitan, si es posible,
sobreexpresar subtilisina sin utilizar las mutaciones antes
mencionadas.

3.~ Segun resultados preliminares de experimentos de
"footprinting"® In vivo, desarrollados durante el doctorado, el
sitio de unién de SinR determinado por "footprinting®" Iin vitro en
la regidén de regulacidén de apre, se encuentra igualmente
protegido en la mutante SinR que en la hprz durante las prlmelas
horas de la esporulacién. Lo anterior, sugiere la interaccidn de
otra proteina en esa regidn. En este sentido, se podria
determinar gue protefna es la gue estd llevando a cabo esta
proteccidén y cual es la funcidn que desempeﬁa en la expr951én de
apre.

4,-~ Establecer gue tipo de interaccidn existe entre las proteinas_
SpoOA y DegU32 (Hy) en la regulacidn de:aprE S

5.- Establecer gue tipo de ihteraccién-exxste.éntre'lés;proteinas
SpoOA vy SigH en la regulacidén de apre. |

,6,~'Determinar, porque con la delecidén -204 y la mutacidén hpr2 no
hay sobreexpresion de apre. | |
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