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SUMMARY

Myxococcus xanthus is a é-Proteobacterium that glides on the soil, either as
single cells or more typically as groups feedingop=ratively. However, under
conditions of nutrient depletion, this bacteriumdargoes a developmental program,
unique among the prokaryotes in which cells congetteer in a coordinated way to
produce multicellular fruiting bodies within thep@ulate, converting the vegetative
cells into myxospores. This aggregation and diffeation of bacteria requires a
complex interaction of signals controlling gene r@gsion in time and space, ability that
has converted this deltaproteobacterium in a mofbel studying prokaryotic
morphogenesis and differentiation.

M. xanthus is common in soils, rich in organic materials antting wood. In
these niches, it has to frequently cope with t@ancentrations of copper ions, which is
an essential trace element toxic in excess. Theortapce of maintaining copper
homeostasis is further reinforced by the presendbkd cells of several protein families
known to control the intracellular concentratiomoétal ions or helping to confine them
to vital roles.Moreover, in higher-order organisms, such as humdisturbed copper
homeostasis has been implicated in diseases subtemses and Wilson syndromes,
Alzheimer’s and Parkinson'’s diseases.

The copper response M. xanthus seems to be more complex than in other
bacteria. It has been reported that copper indtleesaccumulation of carotenoids in
dark-grown cultures oM. xanthus, activating the transcription of the structurahgge
for carotenoid synthesis. Analysis of thie xanthus genome has revealed a plethora of
gene products with sequence similarities to pretéinown to be involved in copper
handling and trafficking in other organisms, mostvbich are redundant. This finding
is indicative that copper homeostasis mechanisnthignbacterium could be different
during growth and development. Among others, weehdentified genes that encode
three multicopper oxidases (MCQslich have been namedoA, cuoB, andcuoC (for
cuprousoxidases).

The MCO family is defined by the presence of thepectroscopically different
copper centers. Enzymes that belong to this famdide laccases, ascorbate oxidases,
and ceruloplasmin. Even though several bacteriaDgl@ave also been described, the
biological roles of MCOs of prokaryotic origins adéeverse and apparently unrelated.
Some of them have been implicated in copper toteraand the coexistence in thke
xanthus genome of three paralogs for MCOs raises intrigujogstions about their
physiological roles in copper homeostasis alonditeeycle.

The aim of this work was to study the role of twidleese multicopper oxidases
(CuoB and CuoC) in this bacterium, and the reguatf one of them by a novel ECF
sigma factor (CorE).

CuoB is involved in the primary adaptive responsecbpper; hence, its
promoter responds rapidly after copper additiord @a expression decreases as the
expression ofcuoC gene increases. As a resulicuoB mutant cells are extremely
sensitive to this metal. On the contrary, CuoC sedm be responsible for the
maintenance of the response. It is induced monglglthan CuoB, and its expression
levels reach a plateau. CuoC also plays an importde in development, especially in
the sporulation process.



These results clearly demonstrate that along witferdntial induction with
increased copper concentrations, differences imgrof expression to adjust the cells
to the Cu-regulated adaptive response justify g@umdancy of these MCOs M.
xanthus.

CuoB is cotranscribed in the same mRNA with an outembrane efflux
protein andcorE, an ECF RNA polymerase sigma factor. Promoterctele by
alternative forms of RNA polymerase holoenzyme awomhg different sigma factor
subunits is a primary mechanism for regulating dcaiption of specific genes in
response to a certain stimulus or stress conditions

ECF o factors are small regulatory proteins that aréegdivergent in sequence
content, and CorE has the described regions coedarv this group. At least three
common characteristics are shared among many ERIey. often recognize promoter
elements with an ‘AAC’ motif in the -35 region. imost cases, ECF are cotranscribed
with a transmembrane anti-having an extracytoplasmic sensory domain and an
intracellular inhibitory domain. Finally and mosmportantly, ECF are mainly
associated with extracellular functions, being teglawith regulation of periplasmic
stress and heat shock, iron transport, metal iloxegystems, alginate secretion and
synthesis of membrane-localized carotenoids.

As many members of this family, CorE is involvednretal homeostasis. It is
necessary for vegetative and developmental growthe presence of external copper,
and completely regulates expressiorcadB andcopB (a Rs-ATPase), also involved in
copper homeostasis. Genes under control of Coribiexla peculiar expression profile,
with a rapid induction after the copper additiomjet reaches a peak at 2 h of the metal
supplementation. Western blot analyses have shbanQorE levels are maintained
almost constantly in the cells after the coppeitamdfor periods of times longer than
24 h, meaning that some kind of inhibition is ime&ting CorE after a copper shock.
Therefore, this sigma factor is going to act whellsadetect this metal stress.

CorE is different from other related ECF sigma dastpreviously described.
Positive autorregulation does not contribute sigaiftly to its constitutive expression.
However, CorE autorregulates itself expression copper dependent way, condition
which also activates CorE-regulated genes. It dbdsave a cognate antisigma
cotranscribed, and no expression of CorE regulgésecuoB was detected when CorE
was overexpressed, as it should be expected ifnéisigmma would be sequestering
CorE. Thus, this ECF sigma factor does not workhveih antisigma factor. Another
interesting result is the mechanism of actionsigétivated by Cii, copper oxidation
state needed by CorE to bind DNA, and @Ghibits its function. As far as we know, no
sigma factor has been described to need metalllifmwiag the RNA polymerase to
initiate transcription.

The peculiarity of this ECF sigma factor lies in artra segment in the C-
terminal region containing 6 cysteines, which hagrbnamed CRD_ysteine _ich
domain). Deletion of the CRD domain and point mwatasi in those cysteines have
shown that this portion is required to promote gempression and has allowed to
identify the residues required to detect?Ciabolish transcription) and Cuthe
expression does not peak at 2 h).
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1. INTRODUCCION

1.1. MIXOBACTERIAS: DEPREDADORES SOCIALES

Las mixobacterias son un grupo procariota bastrt®lejo, heterogéneo y con
un ciclo de vida extraordinario (Fig. 1.1). Estoenmorganismos se han clasificado en
base a la secuencia del ARNr 16S codaBroteobacterias, subdivision que parece
haberse originado hace mas de 750 millones de afiestras que la aparicion de
mixobacterias, algo posterior, ocurrié 100 millomesafios después (Shimkets, 1993).
Comparten taxén con bdellovibrios y bacterias solfeeductoras (Shimketst al.,
2005), con los que a pesar de duplicar e inclupbctar en algunos casos su tamafio de
genoma, mantienen varias caracteristicas en coifartr( et al., 2006).

La especie utilizada en este estudiyxococcus xanthus, pertenece al orden
Myxococcales, suborderCystobacterineae, familia Myxococcacea, géneroMyxococcus
(Tabla 1.1). El ordeMyxococcales es tan variado que incluye desde especies haléfilas
(género Haliangium) hasta cepas psicrofilas aisladas en la Antartideermofilas
moderadas que habitan en ambientes semiaridosh(@evitiller, 2005; Zhangt al.,
2005).

Tabla 1.1. Clasificacion taxondmica de las maaibrias.

ORDEN SUBORDEN FAMILIA GENERO

Anaeromyxobacter
Corallococcus
Myxococcaceae Myxococcus
Pyxicoccus

Cystobacterineae .
y Archangium

Cystobacter
Cystobacteraceae Hyalangium
Melittangium
Stigmatella

Byssophaga
Myxococcales Chondromyces
Haploangium
Jahnia
Polyangium
Sorangium

Sorangiineae Polyangiaceae

Nannocystis

Nannocystaceae . .
Plesiocystis

Nannocystineae
Haliangeaceae Haliangium

Kofleriaceae Kofleria
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La especiéM. xanthus fue identificada por primera vez en 1941 por JBéebe,

en cuya descripcidon ya se hablé de un complejo delvida, con bacilos més alargados
que los de otras especies del géndyxococcus descritas hasta el momento (como
Myxococcus virescens), cuya envergadura media era de 0,7fRr6 y con esporas de
unas 2um de diametro. Estas esporas (mixdsporas) se eabanten unas estructuras
macroscopicas esféricas o semiesféricas, de ulaa 800um de diametro, inmoviles,
con un color amarillento-anaranjado cuando joveadguiriendo una tonalidad naranja
mas brillante cuando maduras, denominados cuerpagiféros o fructificantes
(fruiting bodies).

Los cuerpos multicelulares son el resultado deslaciacion de un grupo de
individuos en repuesta a la escasez de nutriesltpsios de los cuales pasaran a formar
parte del agregado que dara lugar al cuerpo freatife (perdiendo su forma bacilar y
adquiriendo una forma esférica y algunas caratiterésespeciales, convirtiéndose en
esporas resistentes al calor, desecacion, sonicaci@adiacion), mientras que otros
quedaran fuera (células periféricas) manteniendofolana bacilar y evitando
depredacion y colonizacion de los cuerpos por otnggoorganismos (O’Connor y
Zusman, 1991). En presencia de glicerol, los bacilambién son capaces de
diferenciarse a formas de resistencia (Dworkin §s8n, 1964) muy similares a las
mixdsporas de los cuerpos fructificantes.

La coloracion es debida a la capacidad que posegquratiucir un metabolito
secundario conocido como DKxanteno (Meigeal., 2006), pigmento amarillo que da
coloracién a estas bacterias. La coloracion segb@ngue era debida a la produccion de
carotenoides, que en un principio se identificatomo una respuesta fotoprotectora,
produciendo protoporfirina IX que seria acumuladdas células en fase estacionaria
(Burchard y Dworkin, 1966). Estudios posterioresndstraron que la sintesis de
carotenoides se induce en presencia de luz azak(Binanzt al., 2008) y también se
puede inducir mediante el contacto con sulfato diere; siendo su sintesis mayor
cuanto menor es la temperatura de incubacion, @s éa condiciones suboptimas de
crecimiento (Moraleda-Muficat al., 2005).
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Figura 1.1. Representacion del ciclo de vida demixabacteria
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Este grupo de bacterias Gram negativas, aerobméwles en su mayoria, se
puede encontrar facilmente en casi cualquier hafReichenbach y Dworkin, 1992),
prefiriendo los climas tropicales y templados (DAwW2000). Su habitat principal es la
zona superficial del suelo (Dawid, 2000; Reichehbat999), donde estimaciones
realizadas indican una representacion menor dedld.% microbiota edafica autéctona,
dato que podria estar siendo subestimado por ltsdoe de andlisis utilizados (Wt
al., 2005).

M. xanthus es una bacteria capaz de depredar otros microgrgasiliberando
enzimas hidroliticas y antibioticos, incluyendo teaias y hongos (Berleman y Kirby,
2009). Para ello necesita un soporte solido eatiaraleza (o agar en el laboratorio) que
le permita desplazarse y buscar presas, movimigeterminado por los sistemas de
movilidad S y A (Berlemast al., 2006; Hodgkin y Kaiser, 1979; Kaiser, 2000; Migno
et al., 2007). El primero de ellos, S o social, ocurr@cgrs a pili de tipo IV presentes en
el polo delantero de las células (Wall y Kaiser92,9Sunet al., 2000), asi como
fibrillas de la matriz extracelular y lipopolisa@iy O (Youderian y Hartzell, 2006). Sin
embargo, mutantes defectivos en esta estructura@unapaces de deslizarse gracias a
lo que se conoce como movilidad aventurera (A)erde@hada por la combinacién de
una serie de proteinas motoras, complejos de adhésial y segregacio(Mignot et
al., 2007; Wolgemuttet al., 2002; Yu y Kaiser, 2007). Se han identificad@s30
proteinas implicadas en este proceso, pero susohes especificas aun no han sido
determinadas (Leonardgt al., 2007; Rodriguez y Spormann, 1999; Youdeetal.,
2003)

Cada vez es mas aceptada la idea de que muchasidsacio viven formando
parte de comunidades como simples integrantes ithdiles, sino que se producen
interacciones y comunicaciones entre las célulafiante la produccion de metabolitos
secundarios, intercambio de sefales, 0 respuesagerdes quimicos presentes en el
ambiente (Blango y Mulvey, 2009; Dunmy al., 2008; Keller y Surette, 2006M.
xanthus muestra respuestas quimiotacticas cuya conseeuasiel cambio en la
frecuencia y direccion del movimiento para aceeass alejarse de la sustancia
detectada (Shet al., 1993). Necesitan una alta densidad celular paegumar su
supervivencia en condiciones de escasez de na@sientpor tanto se ha favorecido el
desarrollo de una estrategia de comportamientoalsoen la que se nutren
cooperativamente formando enjambres. Estudios m@se demuestran una gran
capacidad de evolucién en los sistemas implicagdodaeblsqueda de presas para
conseguir nutrientes cuando hay escasez de losasjsiue iria en detrimento de la
formacion de cuerpos fructificantes (Hilleslagtdal., 2009). Los cuerpos fructificantes
de las mixobacterias son drganos necesarios pat@parsion de sus células, y estas
masas de esporas pueden ser transportadas poripsqemales a un medio rico en
nutrientes. De hecho, se han observado cuerpodifiractes transportados por
garrapatas (Reichenbach, 1993).

Generalmente, mientras en el medio existan nuésersiuficientes para su
alimentacion, los bacilos se van a dividir con nalidad aumentando la poblacion.
Pero cuando las condiciones dejan de ser favorablies escasez de nutrientes es
detectada, estos microorganismos entran en el deadmciclo de desarrollo, en el que
los bacilos se agrupan para formar las estructorasroscépicas conocidas como
cuerpos fructificantes. Los genes que regulan ieioindel ciclo de desarrollo son
expresados en todas las células, mientras quausajexpresan mas tardiamente sélo
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lo hacen en las que formaran parte de los cuempasificantes y se diferenciaran a
mixdsporas, y para su expresion es necesaria lal €&fique alcanza una mayor
concentracion en los agregados donde hay mayordaéenselular (Juliert al., 2000).
Por tanto las células periféricas no seran capdeedievar a cabo el proceso de
esporulacién, en el que hay tres fases distintag (E2): una fase quiescente con
movilidad pero poca agregacion (0-8 horas), unoperide fuerte movilidad y
agregacion en el que comienzan a formarse los asidrpctificantes (8-16 horas) y un
periodo de maduracién en el que se inicia la efgmén que dara lugar a las
mixosporas (16-48 horas) (Curéisal., 2007).

El ciclo de desarrollo comienza con la respuestacts desencadenada por la
falta de ARNs de transferencia cargados con suespondiente aminoacido, cuya
consecuencia es la sintesis de nucleotidos altenfesforilados, como guanosina tetra
y penta fosfato o (p)ppGpp (Singer y Kaiser, 1998mbién se inicia una pauta de
movimiento denominaddppling, en la que se observan oscilaciones regularegaigm
(Anderson y Vasiev, 2005), y que esta controlada glosistemafrz (Blackhart y
Zusman, 1985).

La agregacion comienza con la asociacion de cietdobacterias que van a
constituir los denominados centros de agregacibnesilos que se desplazaran células
dispuestas en fila. El resultado final serd la fmi@dn de un cuerpo fructificante
dinamico inmaduro, formado por un nucleo centralcdtlas inmoviles, con baja
densidad celular, rodeado de filas de células guiesplazan siguiendo una trayectoria
circular. El cuerpo fructificante madurara conénilose en una estructura estatica en la
que los bacilos se diferenciaran a mixdsporas (Sygkaiser, 1993). Cuando las
condiciones vuelven a ser favorables, las cubiadadas formas de resistencia se
rompen y tiene lugar la germinacion (Fig. 1.1), qubnina con el cambio de forma en
las células y la posterior division celular en teegada célula hija adquirird una copia
del cromosoma (Tzeng y Singer, 2005), reanudaneloselo vegetativo.

Mediante el analisis de diferentes mutantes defestien la formacion de
cuerpos fructificantes, se identificaron 5 grup@s abmplementacién basados en la
capacidad que poseian para volver a formar esasctesas en presencia de cepas
silvestres deM. xanthus. Estos grupos se nombraron con letras de la A a &stando
definidos los grupos A y C por sefiales extracedslaue se pueden intercambiar entre
células, mientras que los grupos B, D y E pareeert@nsecuencia de contactos entre
células a modo de estimulacion.

B m 2 A

1
0 horas 6 horas 12 horas 24 horas

T ‘I' e ®

u

Figura 1.2. Representacion temporal de la formag&ouerpos fructificanteSAenget al., 2009.
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Debido a que la comunicacion representa un costérerinos de produccion de
sefal, este evento debe proporcionar un benefigimaiduo para que el mecanismo
evolucione, y enM. xanthus, comportarse de una manera coordinada para formar
cuerpos fructificantes proporciona un gran benefi&in general, este proceso esta
mediado por dos rutas de transmision de sefialede |l sefal A, que permite la
agregacion celular; y la de la sefial C, que impadarmacion de cuerpos fructificantes
(Kaiser, 2004; 2008; Keller y Surette, 2006). LéadeB también es esencial para el
inicio del ciclo de desarrollo (Kroos y Kaiser, T98pero aun no ha sido identificada.
Las células incapaces de generar sefial B son defe@n el gerbsgA, que codifica
para una proteasa (Git al., 1993). La falta de sefial D (también por iderdifjc
bloquea la expresion de los genes tardios, y etegponsable de este fenotipadsgA,
que codifica para el factor de inicio de la tradécdF3 (Chenget al., 1994; Kalmaret
al., 1994). La seflal E por su parte, parece estartitoda por acidos grasos
ramificados liberados a partir de componentes dedmbrana, y las células defectivas
en esta sefal carecen del gexy que codifica una deshidrogenasa de cetoacidos
ramificados, bloque&ndose el ciclo de desarrollarenfase muy temprana (Downatd
al., 1993;Downard y Toal, 1995).

La sefial A actuaria como un mecanissensor de quorum, que permite
determinar si se ha alcanzado la densidad celat@saria para la formacién de cuerpos
fructificantes, y son péptidos resultado de la ddgcion de proteinas por peptidasas,
ambas expulsadas al medio extracelular. Cuandccieatyps niveles de sefal A en el
medio extracelular, un sistema de dos componerdsado en una histidina quinasa
(SasS) y su regulador de respuesta (SasR) indacexplesion de genes dependientes
de seial A (Kaplan y Plamann, 1996; Keseler y Kais895) que intervendran en la
formacion de cuerpos fructificantes. Esta sefaing®rtante durante las primeras horas
de formacion de los cuerpos fructificantes (Kuepa, 1992).

La sefial C es un péptido de 17 kDa, resultanta dedradacion externa por una
proteasa de una proteina de 25 kDa (Lobedanz yaB#@adersen, 2003; Rolbetzi
al., 2008), y que muestra homologia con enzimas de @lpohol deshidrogenasa
(Baker, 1994; Leet al., 1995). Una célula nunca se sefalizard asi m{staeser y
Dworkin, 2008), pues es necesario el contacto eréhlglas para que se transmita la
sefal (Kim y Kaiser, 1990; Sager y Kaiser, 1994§stas seran receptoras y a la vez
transmisoras de sefial C (Fig. 1.3). Cuando undacdktecta el producto digerido del
gen csgA, incrementa los niveles producidos de esta pratéiim y Kaiser, 1991).
Bajas concentraciones de sefial C inducen oscikesiagitmicas, concentraciones
intermedias se asocian con el proceso de agregagidatas concentraciones
desencadenan la esporulacion (Kim y Kaiser, 199Giséet al., 2001; Liet al., 1992).
Esto comienza a partir de las 6 horas de iniciatsaclo de desarrollo, e induce una
serie de cascadas de sefalizacion en las céluéasrigina la acumulacion cada vez
mayor de bacterias, incrementandose los nivel€ssd@ hasta finalmente alcanzar una
densidad adecuada que permita el proceso de esgorulKaiser, 2004; Kruset al.
2001; Liet al., 1992).

Un papel importante de estas sefiales es coordinexgdresion génica con los
movimientos celulares que constituyen un cuerpatificante (Kaiser, 2004), y se
requieren muchos genes para que tenga lugar gsizaeion (Veliceret al., 2000),
entre los que se encuentrespA y espB (Cho y Zusman, 1999b), o los dos sistemas
quimiotacticosfrz y dif, cuya integracion juega un papel central en elrobrdel
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complicado comportamiento social Me xanthus (Wardet al., 1998; Shiet al., 2000).
También parece ser que el sistema de transporte(TWah arginin translocation
system), mediante el cual se exportan proteinas plegadésvés de la membrana
citoplasmica, es imprescindible para la formaciéncderpos fructificantes (Kimuet
al., 2006). La replicacion del ADN durante la faseadgegacion también es esencial
para que ocurra el ciclo de desarrollo, y debetiexis punto de control que asegure la
integridad del cromosoma al final de esta faser{geeal., 2006), y la presencia de dos
copias del cromosoma en las mixdsporas, asegudandabilidad celular durante la
germinacion (Tzeng y Singer, 2005).
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Figura 1.3. Modelo de la ruta de transduccion deefial C eMM. xanthus. ePK: quinasa de tipo
eucariota; HK: histidina quinasa; RR: reguladorregpuesta; REG: regulador transcripcional.
(Castafieda-Garcia, 2007).

Estas bacterias Gram negativas presentan una fapa discontinua de
peptidoglucano (Dworkin, 1993). En general, sortdréas aerobias quimioorganotrofas
(a excepcidon de algunas especies anaerobias detog&maeromyxobacter como A.
dehalogenans, con un ancestro aerobio a juzgar por su genomafo&l et al., 2002;
Thomaset al., 2008), mesdfilas, que emplean aminoacidos conmxipal fuente de
energia (Bretscher y Kaiser, 1978). Un grupo deasp celuloliticas pertenecientes al
géneroSorangium tienen la capacidad de metabolizar azUcares alera partir de la
degradacion de celulosa (Brenner al., 2005), lo cual no es habitual entre las
mixobacterias, que generalmente son incapacesedercen presencia de hidratos de
carbono como Unica fuente de carbono y energiag@rer y Kaiser, 1978; Watson y
Dworkin, 1968). Son productoras de metabolitos sdatios (Weissman y Miiller,
2009), entre los que se encuentran disorazoleskik®y Wipf, 2009) o epotilonas
producidas poiSorangium cellulosum, compuestos anticancerigenos (los ultimos se
encuentra en un avanzado estado de ensayo clBode y Muller, 2008), y sintetizan
muchas sustancias activas frente a hongos y kaet@@erthet al.,, 2003; Gerth y
Muller, 2005). En el caso dd. xanthus, mas del 8,5 % del genoma esta dedicado al
metabolismo secundario (Bode y Mdller, 2008), potage mayor al 4,5% que dedica
otra cepa productora de metabolitos secundario® Smeptomyces coelicolor (Bentley
et al., 2002).
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El genoma de la cepa DK1622 dle xanthus se encuentra disponible en la base
de datos de TIGR y NCBI (Goldmaat al., 2006). Con un alto contenido en G+C
(68,9%) y 9,14 Mb, es uno de los mayores genomas @nocariotas junto a los de
otras especies de mixobacteri8@scellulosum (13,03 Mb),Plesiocystis pacifica (10,59
Mb) o Sigmatella aurantiaca (10,27 Mb). Estos tamafos son bastante mayorefgue
de cepas comdescherichia coli K-12 (4,6 Mb), Bacillus subtilis 168 (4,2 Mb), o
Pseudomonas aeruginosa PAO1 (6,3 Mb), mientras que otros microorganismos
ciclos de vida complejos com@&reptomyces coelicolor A3(2) alcanzan tamafios de
genoma de 8,7 Mb y un alto contenido en G+C (72,1%)gran tamafio de genoma se
relaciona con elevadas capacidades adaptativaggspeesta (Konstantinidis y Tiedje,
2004; Lynch y Conery, 2003)a expansion del tamafio del genoma en mixobacterias
se ha originado por duplicacién génica y postedioergencia de las nuevas copias,
proporcionando el material necesario para la adg@nsde nuevas funciones (Gevets
al., 2004; Pushkeet al., 2004). El genoma dil. xanthus consta de una Unica molécula
de ADN bicatenario circular, con 7380 genes idamtfos. El ADN codificante
representan el 91,1% del total del genoma, lo gdiea un fuerte proceso de seleccién
a lo largo de la evolucion (Ronning y Nierman, 2008

M. xanthus es capaz de detectar una amplia variedad de sefralelsambiente
gue le rodea, generando respuestas adaptativasaaldscgracias a diferentes rutas de
sefalizacion en las que intervienen sistemas deaunponentes, Ser/Thr/Tyr quinasas
y activadores dependientes &f8 entre otros (Goldmaet al., 2006; Jagadeesanal.,
2009; Pére=zt al., 2008). Como en muchas bacterisls xanthus s6lo posee un factor
de la familia sigma-54 (Goldmaat al., 2006), con la salvedad de que en este caso es
esencial para el crecimiento (Keseler y Kaiser,7)9En cuanto a la familia sigma-70,
el numero se eleva a 47 representantes, lo gugesxraordinario teniendo en cuenta
incluso el tamafio de genoma de esta bacteria, de38los formarian parte del grupo
ECF (Kroos e Inouye, 2008). Este alto nUmero deofas sigma alternativos, sistemas
de dos componentes y Ser/Thr/Tyr quinasas va aifirelarespuesta a un gran namero
de sefiales de manera especifica.

El ciclo de vida en esta bacteria ha sido estudeadoondiciones de laboratorio,
sin tener en cuenta compuestos habituales presemiesnaturaleza que pueden influir
en su desarrollo. El entorno en el que cridtexanthus puede presentar elevadas
concentraciones de metales que resultarian toxicesp en el caso del cobre, y por
tanto su genoma debe estar capacitado para hacee @ esa situacioM. xanthus
posee un alto numero de genes relacionados camiadstasis y regulacién del cobre,
muchos de ellos redundantes, como es el caso dastesnas Cus o Czc, ATPasas de
tipo Rs u oxidasas multicobre (MCOSs), que se encuentratripticado.

El estudio de la adaptacion al cobre en esta lacesr muy importante e
interesante por tres razones:

1- Presenta un complejo ciclo de vida que pernstedéar la respuesta al
cobre en diversas situaciones, como son el ciceta#éivo y el proceso de
diferenciacion que culmina con la formacién de pasifructificantes.

2- La sensibilidad incrementada al cobre duranteidd de desarrollo
con respecto al crecimiento vegetativo sugiere fesgncia de diferentes
procesos implicados en la homeostasis del coblasesélulas.

3- La respuesta al cobre bh xanthus estéa relacionada con la induccion
de la sintesis de carotenoides cuando el crecimiteme lugar en oscuridad
(Moraleda-Mufozt al., 2005).
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1.2. EL COBRE: DE LA QUIMICA INORGANICA A LA BIOLOGIA

El descubrimiento del cobre, de numero atomicoy28uyo simbolo (Cu)
proviene del latinduprum), data de tiempos prehistéricos. Hay piezas deecqbe se
fechan entre 9.000 y 7.500 afios a.C., encontradasuequia e Iragq. Presenta 29
is6topos con masas atdbmicas que van desde 52s#8dp sbélo dos de estos isétopos
estables en la naturaleza. Con masas atdmicas ylé®3y una proporcion del 69,17%
y el 30,83% respectivamente, da lugar a que la naédmica definida para este
elemento sea de 63,55 g/mol. El resto son isotopdgctivos, con periodos de
semidesintegracion desde 61 horas hasta menosetpiido (Audi, 2003).

Es un elemento de transicion con la configuraciomectenica
15°25°2p°3s°3p®3d*%s'. Junto con la plata y el oro forma parte del gripale la tabla
periddica, ya que los tres tienen un electron erbital s por encima de una cajpl
completa. Esto le hace ser el segundo elementanésnconductividad, después de la
plata, y de ahi su amplio uso en la industria et&ct

En la mayoria de compuestos que forma presentdoedeaoxidacion (1) o (1),
como CU o CuU*. Mientras que los iones €uson estables en soluciones acuosas,
neutras y expuestas a la atmdsfera, los ion€s $B6lo pueden ser mantenidos en
soluciones a pH muy acido o formando complejosi¢3gl Stoyanov, 2003).

El cobre puede llegar a los suelos a través deh atpi alcantarillado, de
efluentes de minas, basura,... y se ha utilizado nderanas de 100 afios como
ingrediente activo en bactericidas y fungicidasraeodiutas y vegetales (Rensing y
Grass, 2003), siendo muy utilizado aun hoy en draccalgicida en la depuracién de
ciertas aguas o para realizar aleaciones comadel (€u-Zn), bronce (Cu-Sn) o alpaca
(Cu-Ni-Zn).

Ampliamente distribuido en la naturaleza, presentabundancia relativa en la
corteza terrestre de 68 ppm (Solioz y Stoyanov3p0d8unque otros autores proponen
una variacion de este valor entre las 2 y 100 pjunto a otros metales de transicion
como el hierro, molibdeno, niquel y zinc, formatpatle un conjunto de nutrientes
esenciales. Todos estos elementos juegan papelpsrtamtes en el correcto
funcionamiento del metabolismo, y sin unos nivelésimos muchas de las actividades
bioquimicas necesarias podrian detenerse. Pereekesiexcesivamente altos también
son perjudiciales, ya que se pueden generar sulbigosd dafinos y estimular
reacciones hidroliticas que degradan biopolimetagténet al., 2000), y a diferencia
de los metabolitos, no se consumen o producen ul@nreacciones que llevan a cabo.

El cobre es un elemento especial, ya que es eb imetal del grupo IB de la
tabla periddica capaz de llevar a cabo reaccioaesxio-reduccionn vivo (Jinet al.,
2008). Debido a las propiedades redox que presestano de los elementos traza
esenciales, explotado por los organismos pararllevacabo estas reacciones de
transferencia de electrones.

Sin embargo, el cobre libre en las células es nixjcd, y esta potencial

letalidad ha inducido la evolucion de sofisticadnecanismos para sostener unos
niveles adecuados, manteniendo la toma, distriby@gpulsion y transporte de cobre

10



1. INTRODUCCION

con una estricta regulacion (Tottetyal., 2005; Cavett al., 2003). Puede contribuir a

la formacién de radicales hidroxilo reactivos ersgincia de peréxido de hidrégeno,
induciendo dafio oxidativo e interfiriendo con inpotes procesos celulares (Gaetke y
Chow, 2003). El estrés oxidativo se va a generarupoincremento en los niveles de
ROS como anioén superoxido Q) peréxido de hidrogeno ¢8,) o radicales hidroxilo
(OH) y oxigeno singlete’,), que pueden dar lugar a dafio de los componentes
celulares (Nies, 1999; Store y Zheng, 2000), y ware a producirse por reacciones de
tipo Haber-Weiss y Fenton (Halliwell y Gutteridd®84):

Xred + CU2+ —> Xox + CU+
Cu' + H,0, —> Cu*" + OH + OH’

OH + ADN— Dafio Oxidativo

Donde X.qes un compuesto reducido (ej. glutation)
y Xox €S el mismo compuesto en su estado oxidado.

Se cree gque los radicales hidroxilo son responsal#eun dafio devastador que
incluye peroxidacion de lipidos en membranas, @@adirecta de proteinas y ruptura
de las moléculas de ADN y ARN. Es mas, la acciorR@S parece ser uno de los
principales detonadores del desarrollo de cancéerreedades del sistema nervioso y
del envejecimiento (Halliwell y Gutteridge, 199@in embargo, parece que el cobre
intracelular no genera dafio oxidativo al ADN Encoli (Macomberet al., 2007), al
contrario de lo que siempre se ha pensado pomaaimon de superoxido o radicales
hidroxilo intracelular inducida por este metal (Kira y Nishioka, 1997; Solioz y
Stoyanov, 2003).

El dafio generado cuando las células crecen enngiasge un exceso de cobre
se deberia a la induccién de otros mecanismosedifes, siendo la respuesta mas
especifica al metal en si. Cuanflocoli crece en condiciones anaerobias también hay
dafio generado por cobre, y no se pueden formas esdacales oxidantes (Outtetal .,
2001). Pero también es cierto que catalasas y wasaes se inducen en presencia de
altos niveles de cobre (Macomkatal., 2007). De hecho, el dafio oxidativo se generaria
si el cobre estuviese libre, pero los mecanismogedelacion para este metal son tan
eficaces, y las constantes de afinidad de lasipastajue van a unir cobre tan altas, que
practicamente no habra un atomo libre de cobreasrcélulas excepto en un breve
instante tras el contacto con el metal. Se piengaet] exceso de cobre se acumularia
principalmente en el periplasma, no incrementanelmagiado la concentracion en el
citoplasma, aunque el efecto sobre un mutante GaA (que sélo se encarga de
transportar cobre del citoplasma al periplasmaEercoli), es un aumento de la
sensibilidad a altas concentraciones de cobrelogpgue debe darse una sobrecarga de
cobre en el citosol (Macombetral., 2007).

Quizéas lo mas probable, segun defienden Macomilsdr, sea que el exceso de
cobre se quele por ligandos que bien supriman hargeién de radicales hidroxilo o
aseguren su formacion lejos del ADN. EIPCseréa rapidamente coordinado y reducido
por moléculas con grupos sulfhidrilos, incluyendotation y cisteinas (Gorresat al.
1996). Mientras que el complejo formado con el @sultante puede ser faciimente
oxidado por HO,, las especies oxidativas que se forman debenadeptediatamente
un electron de los grupos sulfhidrilos que han rigeido en el proceso de
coordinacién. El resultado seria un fallo en lard#zion de radicales hidroxilos, proceso
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que seria repetido hasta que se hubieran reguwaduJeles de cobre intracelulares. Se
ha visto que la adicion de dipiridil, un quelantesulfuroso, amplifica en gran medida
la liberacion de radicales hidroxilo por excesocdbre, apoyando fuertemente la idea
de que en ausencia de dipiridil, el cobre va aserdinado por ligandos que supriman
la liberacion de estos radicales (Macomdiea., 2007).

Aparte de la formacién de ROS, el cobre puedece&jesu efecto toxico al
desplazar a otros metales que actlan como cofaati@enzimas que intervienen en
procesos clave de sefializacion celular, debidgadeion que ocupa en la serie Irving-
Williams:

Mn<Fe<Co<Ni<Cu>2Zn

La serie Irving-William determina la afinidad degdndos organicos o
inorganicos por diferentes metales de transicionng y Williams, 1953). El cobre es
el elemento por el qgue mas afinidad se presentdpmue podria sustituir otros metales
si su concentracidon no estuviera estrictamente ladgu alterando la funcién de
numerosas enzimas. Por ejemplo, en la cianobac®gnechocystis PCC 6803 se ha
descrito un sistema de incorporacion de metale®sapioteinas periplasmicas que
depende de la compartimentalizacion del plegamigaéosufren estas proteinas (Tottey
et al., 2008). MncA une Mfi, que segun la serie Irving-Williams forma compéejo
menos estables que el Tlrving y Williams, 1953). De hecho, en este trabag
demuestra como MncA es capaz de unif‘Gui vitro preferentemente, a menos que la
concentracién de Mt la exceda. Sin embargo, una vez que ha unidd Mm se va a
intercambiar con Cii. Lo que ocurre es que MncA se segrega por elnsistEat, de
modo que adquiere el metal en el citoplasma, dedesponibilidad de Mff es muyo
mayor que la de Gi1 Por su parte, CucA, la proteina mas abundantege€d* en el
periplasma, es segregada por el sistema Sec yead@limetal una vez que esta en el
periplasma (Tottewt al., 2008). Ambas proteinas son cupinas, proteinagsiuactura
de barril que coordinan metales a través de 3dmsis y un glutamato (Dunwe# al.,
2001).

La sustitucién de Zii por Ci¢* en el dominio dedos de zinc de unién al ADN
del receptor de estrégenos humano le impide reesrseruencias especificas de ADN
in vitro, y probablemente interferird en la transduccionsdéales dependiente de
hormonasn vivo (Predki y Sarkar, 1992). Ha coli, la delecion de un gen denominado
cueO que codifica para una oxidasa multicobre (que gmatada mas adelante),
relacionada con el metabolismo del cobre, deseneade@a gran sensibilidad a la
muerte por toxicidad de este metal cuando las alatecen en un medio de cultivo
definido. Esta sensibilidad esta relacionada esn@sgba con una acumulacion del metal,
si bien el crecimiento en presencia de cobre sdeprestablecer mediante la adicion de
iones divalentes como Zh Mn** o Fé&", pero no por otros metales de transicién o
Mg®*. Esto podria explicarse por la competencia dirga&existiria en transportadores
de baja especificidad (Trest al., 2005), o por el reemplazo de iones que puede esta
teniendo lugar cuando el cobre esta en excesovensds proteinas, cuya funcién se
vera comprometida al no estar cargadas con el me¢aluado.

Silver y Phung (2005) defienden que el cobre n@ \estar en el interior de la

célula como cation libre, y que intracelularmerggascasi en exclusividad CuRaeet
al. habian determinado en 1999 que la cantidad deeclinre en las células de
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Saccharomyces cerevisiae es menor a un atomo, y por tanto, el cobre guessgte en
las proteinas que lo necesiten lo hara por medairds proteinas, como chaperonas. La
mayor parte del cobre que se encuentra en la nmitvizo de esta levadura esta
formando parte de un complejo no proteico solukbleajo peso molecular, denominado
CuL (Wingeet al., 2004). Estos complejos aumentan cuando lasastkgdtan en un
medio rico en cobre, encontrandose también erigglasma.

Para CueR (un regulador transcripcional de tipo RViele E. coli) se ha
demostrado una afinidad por el ibre de orden zeptomolar (Changetaal., 2003).
Esto quiere decir que no va a haber ningun atobre kn el interior de la célula en
condiciones normales, lo cual es necesario teniendmenta el dafio oxidativo que este
ion puede generar a través de la reaccion de FéRtmnley y Halliwell, 1983), como
se ha mencionado anteriormente. Este reguladoipdeMerR presenta dos cisteinas
separadas por 8 residuos que coordinan un ator@o’dg€hangelat al., 2003).

Como es uno de los metales mas téxicos para lasasglpor las razones
expuestas anteriormente, la idea de que puedar exikte libre en el citoplasma parece
gue no es factible, y por tanto éste se va a eraamhido a proteinas que van a ser las
responsables del trafico intracelular del metaiiEy y Raest al., 1999).

La deteccidon de cobre y su transporte tienen legaambientes quimicamente
muy diferentes. Las bacterias Gram negativas, podes tipos de compartimentos: el
citosol y el espacio periplasmico. Por su partse,délulas eucariotas tienen muchos
compartimentos y organulos quimicamente distinflscitosol de ambos tipos de
células es un ambiente con un potencial de reduaf®ctivo estimado en -190 a -250
mV (en relacién a un electrodo de hidrogeno), ytpoto reductor. Aunque el ambiente
del citosol puede variar con el metabolismo celyléws diferentes tipos de estreses a
los que estas células pueden verse sometidas,\larimanantienen altos niveles (~3
mM) de glutation (pequefia molécula con grupos $ipleg componentes celulares
especificos como las tiorredoxinas van a presezlaitosol de células procariotas y
eucariotas como un ambiente globalmente reducter.eBte modo, las proteinas
citosdlicas raramente presentaran puentes disuHatables, y los motivos ricos en
cisteinas de un gran numero de proteinas implicadasl transporte y deteccion de
cobre estaran reducidos, y por tanto disponibles lpaunion de Cuprincipalmente. Al
contrario, el espacio periplasmico, reticulo endspiatico, asi como las superficies
extracelulares, son por lo general mas oxidantesarahientes aerobios (Davis y
O’Halloran, 2008).

Entre las proteinas implicadas en la resistenci@obke se encuentran las
metalotioneinas. Caracterizadas por primera vezelergénero de cianobacterias
Synechococcus (Gupta et al.,, 1992), se encuentran ampliamente distribuidas en
eucariotas. Es cerevisiae, el numero de repeticiones del gédP1, que codifica para
una metalotioneina, esta directamente relacionadda resistencia al cobre (Fogl
al., 1983). Son pequefias proteinas ricas en cistgirasan a unir metales divalentes
como Cd*, Zn**y Cdf*. El motivo CXC es caracteristico de esta famiarhero-Isart
y Vasak, 2002).

Las proteinas unen metales casi exclusivamente amedila formacién de

complejos de coordinacion con tres grupos de atoBi¢de Cys y Met), N (de His) y O
(de Asp y Glu) (Penella y Giedroc, 2005). En estosiplejos de coordinacion, los
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electrones de valencia se encuentran deslocalizadosiéndose libremente. Los
complejos formados con &uen el periplasma a menudo emplean ligandos cam baj
namero de coordinacion (Met), mientras que las Gy mayor numero de
coordinacién, son mas utilizadas en el citosol ([Beat al., 2003; Finney y O'Halloran,
2003), formando complejos de coordinacion prefermente con Cuy mas flexible que

el CU™* (Vila y Fernandez, 2001). Por tanto, la gran miyde proteinas citosélicas que
unen cobre (CBPs) presentaran cisteinas (Andeeahi, 2008).

1.2.1 PAPEL DEL COBRE EN HUMANOS Y ORGANISMOS SUPERIORES

En humanos, el cobre se requiere para el funcie@rdmide unas 30 proteinas
implicadas en procesos vitales como la respiradi@msporte de hierro, proteccion
frente al estrés oxidativo, etc, entre las que reuentran la superoxido dismutasa,
ceruloplasmina y citocromo oxidasa (Tabla 1.2; Aoredo y Nufiez, 2005; Puig y
Thiele, 2002; Thurski y Thiele, 2009). Una dietdicdente en este metal incrementa la
susceptibilidad al dafio oxidativo (Gaetke y Chow03), pero a ciertos niveles
considerados altos es toxico, de lo cual se desuw@mble papel y la importancia en el
control de la homeostasis de este metal, y denauesta paradojica propiedad que va a
demandar una regulacion muy eficaz de sus nivelea.vez el cobre ha penetrado en
las células, se requieren proteinas adicionales lpaunion y transporte del mismo, ya
qgue los cationes libres intracelulares pueden tasotuy téxicos (Rensing y Grass,
2003).

En general, en eucariotas son mas conocidos lwsr&s relacionados con la
toma de cobre que con la destoxificacion del mepahceso mas estudiado en
procariotas, donde los mecanismos de entrada delameen muchos casos son
desconocidos aun (Ridga al., 2008). En eucariotas, el transporte de cobre tde al
afinidad al interior de las células se da a traleesna proteina denominada CTR1, muy
conservada desde levaduras hasta humanos @aae 2006). EnSaccharomyces
cerevisiae, por ejemplo, se conocen muy bien los mecanisradsatisporte de cobre al
interior de la célula, llevado a cabo por dos fpansdores de alta afinidad como son
CTR1y CTR3 (Dancist al., 1994; Pefiat al., 2000).

Las proteinas que unen cobre juegan papeles immpest&en desordenes con
sintomas neuroldgicos, como la enfermedad de Meokds Wilson, en enfermedades
neurodegenerativas como Alzheimer y Parkinson (Br@@09; Strausaét al., 2001) y
en desordenes relacionados con la edad (Regeaa 2001). Tienen una amplia
distribucion en los organismos aerobios y estarlidagas en procesos vitales como la
respiracion, proteccion frente al estrés oxidatoaagulacion sanguinea o pigmentacion
(Puig y Thiele, 2002).

La enfermedad de Menkes es un desorden del metatmotiel cobre, recesivo y
ligado al cromosoma X. La proteina MNK relacionaen la enfermedad pierde su
actividad, y esto se traduce en un fallo de lastexencia de cobre a través del tracto
gastrointestinal, la placenta y la sangre. Comaseamencia, el metal se acumula en
células proximas a estos tejidos pero se origirmadaficiencia en otros érganos vitales
pues se ha limitado su absorcion, incluyendo edlrer (Huffman y O"Halloran, 2001;
Strausalet al., 2001; Andrews, 2002).
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Por otro lado, la enfermedad de Wilson es un desoaditosomico recesivo del
transporte de cobre. Los individuos afectados ptaseun exceso en la acumulacion de
cobre en higado y cerebro, una deficiencia en @glagmina y marcados problemas en
la excrecion de cobre por la bilis. La proteinacilnada con la enfermedad (WND)
pierde su actividad igual que en el caso de larerddad de Menkes, pero esta vez el
cobre se acumularia en concentraciones téxicasembro e higado, dando lugar a
desdrdenes neurolégicos y hepaticos, pues se li@donsu expulsion (Huffman y
O’"Halloran, 2001; Strausakal., 2001).

Tabla 1.2. Proteinas que unen cobre en eucaribtasgki y Thiele, 2009)

Enzima/Proteina

Funcion

Consecuencia por
deficiencia

Cu,Zn Superoxido dismutasa  Eliminacion de superoxido

Citocromo Oxidasa

Tirosinasa/Lacasas

Dopamina B-hidroxilasa

Ceruloplasmina

Lisil oxidasa

Factores de coagulacion

Vy Vil

Receptor de etileno

Acel

Fosforilacién oxidativa; produccién de
ATP

Sintesis de melanina; virulencia 'y
patogenicidad en hongos; inmunidad
innata

Sintesis de noradrenalina

Ferroxidasa; paso de hierro a
transferrina

Formacioén de enlaces covalentes en
colageno y elastina

Coagulacion de la sangre

Transduccion de sefales por etileno

Factor de transcripcion de S. cerevisiae
activo en condiciones de alta
concentracion de cobre intracelular

Estrés oxidativo; hepatocarcinoma
celular; neurodegeneracién

Déficit en respiracion;
cardiomiopatia; letalidad

Defectos en la pigmentacién/
albinismo; virulencia reducida en
hongos

Hipoglucemia; hipotension

Aceruloplasminemia: anemia
progresiva, neurodegeneracion y
diabetes

Aneurisma aortico, disfuncién
cardiovascular

Hemofilia

Senescencia en las plantas,
maduracion de los frutos

Incapacidad para crecer en un
medio con altos niveles de cobre

Ambas enfermedades, ampliamente reconocidas consordiémes de la
homeostasis del cobre (Camakatisal., 1999), tienen su base en dos proteinas muy
relacionadas. MNK y WND (o ATP7a y ATP7b respeatineamte), son ATPasas de la
familia Pg. Estas proteinas transportan metales contd, ", Zn**, C&*, Cu' y Cu*

a traveés de las membranas, y se han identificado &n procariotas como en eucariotas
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(Arguello et al., 2007). Este tipo de ATPasas acopla la hidrotsisATP al transporte
de iones, proceso en el que intervienen una serresiduos conservados (Argue#to
al., 2007). Aunque son responsables de los sindroreedehkes y Wilson por
diferentes mutaciones (Lutsenla al., 2007), parecen guardar mas relacion con
ATPasas mismo tipo en procariotas que con otrasataiferos (Bull y Cox, 1994). A
pesar de que comparten un 55% de homologia efdse(Elerpat al., 2005), el efecto
que originan es completamente opuesto debido axpee&on diferencial de estas
proteinas en distintos tejidos.

La implicacion del cobre en el Alzheimer vendridgedminada por la alteracion
de la ceruloplasmina, que es la proteina con magatenido en cobre del plasma
sanguineo segun algunos autores (Soloet@h, 1996), albergando aproximadamente
el 95% del cobre plasmatico (Puig y Thiele, 20@®fectos en esta proteina junto a un
elevado nivel de metal daria lugar a la formaciéredpecies reactivas de oxigeno y a
una mayor acumulaciéon de placas de proteina amail@trausalet al., 2001; Cerpaet
al., 2005). Algunos autores consideran que la cerasopina actuaria primeramente
como ferroxidasa, no siendo tan importante enaglsporte del cobre, en el que estaria
implicada con mayor probabilidad la albumina delspta (Andrews, 2002). De hecho,
se han realizado experimentos en los que la fataeduloplasmina no hace que se
presente ningun defecto en la absorcion del cotaeriGet al., 1999).

La protefna priénica PfPse ha asociado también con el metabolismo dekcobr
(Brown, 2009; Cerpat al., 2005; Kralovicovaet al., 2009), y presenta una fuerte
afinidad por C&'". También en procesos relacionados con el cande &entificado un
papel para el cobre. La aplicacion de la microsta@ fluorescencia de rayos X al
estudio de la angiogénesis (neoformacién de vaaogusneos inducida en procesos
tumorales) revela una dramatica relocalizacion dsgbre de los compartimentos
intracelulares a los margenes del endotelio durehteecimiento capilar y formacion
de red de capilares (Finnelyal., 2007).

En Australia, una deficiencia de cobre en ovejakidgar a un sindrome en estos
animales. Esta deficiencia se genera por una ouéma del cobre con otros
componentes de la dieta como el molibdeno o suglfajoe hacen que disminuya la
absorcion de cobre. La solucion es dar un suplemdmtcobre a estas ovejas, pero los
animales son tan sensibles a la toxicidad por cajuwe algunos elevan las
concentraciones hepaticas del metal, de tal mo@osquorigina la muerte del animal
(Ishmaelet al., 1971).

En plantas, el papel del cobre también es muy iitapte. Recientemente se han
identificado unos microARNs implicados en su regidla, lo que demuestra la
complejidad en el control de los mecanismos refexdos con la homeostasis del cobre
en todos los organismos vivos (Burkhegdl., 2009).

En eucariotas hay diferentes regiones promotoratidatas en la induccion de
la transcripcion de genes relacionados con la hetasis del cobre, como las
secuencias MERsngtal regulatory elements; Koch y Thiele, 1996), CUREL(-
response elements; Labbéet al., 1997), o CuSEsQu-signaling elements; Beaudoin y
Labbe, 2001).
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1.2.2 PAPEL Y RESPUESTA AL COBRE EN PROCARIOTAS

Como se ha comentado anteriormente, los metalesesenciales para el
correcto funcionamiento de todos los organismossvivEn Pseudomonas putida,
gracias a la disponibilidad del genoma se hanifigado 61 ORFs susceptibles de estar
relacionados con la tolerancia u homeostasis dalesetademas de siete posiblemente
implicados en mecanismos de resistencia, algunoseltiss implicados en el
metabolismo del cobre (Canovesal., 2003). Este metal es imprescindible para el
correcto funcionamiento de numerosas proteinagsyns/eles deben ser estrictamente
regulados.

Hasta 2008, se habian caracterizado 10 cupropasten procariotas,
incluyendo citocromo ¢ oxidasa, NADH deshidrogen&aaZn superoxido dismutasa,
nitrosocianina, plastocianina, Cu-nitrito reducfas@u-amino oxidasa, metano
monooxigenasa particulada (pMMO), CotA vy tirosingRalgeet al., 2008). Ninguna
de estas proteinas es capaz de sustituir el calretw iGn metalico, y su biosintesis
esta ligada a una toma de cobre de alta afinidadopamicrooganismos que las estan
sintetizando. Aungue los mecanismos por los questlagar esta toma de cobre son
poco conocidos, sobre todo en Gram negativas, ntecreente se ha identificado un
sistema de toma de cobre de alta afinidad (Lewiesalh, 2009).

En los dltimos afios, el estudio de los mecanismdi¢ados en la homeostasis
y tolerancia al cobre en bacterias ha despertadgran interés en la comunidad
cientifica debido a varios motivos. El primero ag @l ser organismos sencillos se
pueden manipular facilmente y por tanto es masiaapisimple la caracterizacion de
los genes y proteinas implicados en dicha homeésstBa segundo lugar, se han
descrito en algunas bacterias patdgenas algunmsdade virulencia que son proteinas
implicadas en el metabolismo del cobre (&adl., 2005; Francis y Thomas, 1997). Por
ultimo, debido a que el cobre esta presente erstlmdomedio ambientes tales como el
suelo, agua, etc., se ha producido una selecci@yudellas bacterias con mecanismos
que ayudan a las células a la adaptacion frentdeeetes concentraciones de este
metal. De hecho, en los Ultimos afios se esté ertedml el uso del cobre como biocida
en veterinaria, agricultura y algunas industrias) o que estan apareciendo cepas que
presentan una gran resistencia a este metal, alglenkas cuales podrian ser patdgenas
de animales o plantas. Pero ademas, algunos igadsties han propuesto el uso del
cobre como mecanismo de control bacteriano en daseepas que han adquirido
multiples resistencias a antibiéticos (Osman y Ga2@08).

Los mecanismos de adaptacion al cobre en procsusotamuy diversos, incluso
se conoce casos en los que el mismo género prediéertante sensibilidad al metal
(Stuart, 2009), pero en general para alcanzar deauada homeostasis del cobre las
bacterias llevan a cabo de tres procesos:

1- Exporte e importe de cobre
2- Destoxificacion
3- Transformacioén del metal a una forma menos &xic

Para coordinar todos estos sistemas, las ceélulaendposeer reguladores
transcripcionales capaces de sentir diferentesasivée cobre y de diferenciarlo de
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otros metales y disparar las respuestas fisiolégatbecuadas gracias a la accion de
diversas proteinas. En bacterias, las principalesliis de proteinas capaces de llevar a
cabo tales procesos son:

- ATPasas de tipog. proteinas transmembrana que usan la hidrélidipa@de
como energia para exportar ‘Glesde el citoplasma al espacio periplasmico en
bacterias Gram negativas, o al exterior en Grariipas.

- Bombas de eflujo de tipo CBA. Este tipo de protgiestan implicadas en eflujo
de metales, xenobioticos, antibidticos, etc. Efbdamadas estructuralmente por
tres proteinas que actuando de forma coordinada gapaces de exportar cobre
desde el citoplasma y/o periplasma hasta el exteli@s bombas de eflujo
implicadas directamente en el transporte de cobr@lenominan Cus, y se
diferencian s6lo en algunos aminoéacidos de lasitaghs en el transposrte de
otros metales, tales como el Cd, Zn o Co, a lassgusbnoce con el nombre de
Czc.

- Oxidasas multicobre (MCOs): proteinas capaces eamGnegativas de
destoxificar el espacio periplamico, generalmentediante la oxidacion del
Cu'*, muy téxico, a Cti, menos téxico.

En bacterias Gram positivas, los mecanismos de bstass y resistencia al
cobre han sido ampliamente estudiadosEeterococcus hirae (Solioz y Stoyanov,
2003). En esta bacteria se ha descrito un operémafio por un regulador
transcripcional ¢opY), dos ATPasas con funciones diferentespf y copB) y una
chaperona del cobrecdpZ), conservado entre especies relacionadas Eohirae
(Portmanret al., 2006). La ATPasa CopA esta implicada en la tomaabre, mientras
que CopB lo esta en su expulsion (Figura 1.4).

Este operéreop tiene una doble regulacion: para alta y baja aunaeién de
cobre (Wunderli-Ye y Solioz, 1999). Esto no es xieadiar, pues en el mismo operén se
codifica una ATPasa implicada en la toma de cobrg en la expulsion de éste.
Ademas deben existir otros componentes implicados lee regulacion de las
concentraciones intracelulares de cobre en divatizsciones, ya que un mutante para
copA resulta muy sensible al crecimiento en condiciatebaja concentracion de cobre
(puesto que esta proteina es la encargada deunoirdgu en ese estado), y sin embargo
las células crecen sin problemas cuando se adiaionaxceso de cobre (Solioz y
Stoyanov, 2003). Se propone que en esta situatidobee pueda penetrar por difusion
pasiva, no siendo necesaria la captacion activa.

Los sistemas de resistencia al cobre en bactera® @ositivas y negativas son
diferentes, debido principalmente a la presendi@sjgacio periplasmico en el segundo
grupo. Mientras que en Gram positivas parece deriesute la presencia de ATPasas
que expulsen cobre al exterior, en bacterias Grampativas se requieren otros
complejos proteicos, como se ha comentado antegidenEn este grupo de bacterias,
las ATPasas so6lo expulsarian el metal fuera depleisma. En el espacio periplasmico
intervendrian, ademas, MCOs Yy sistemas Eusoli presenta una ATPasa que expulsa
el metal fuera del citoplasma (CopA), una MCO eesglacio periplasmico (CueO) y un
sistema Cus (CusCFBA). En la figura 1.4 se recagesquema de los mecanismos
generales de regulacion del cobre en una bacteaia @ositiva y otra Gram negativa.
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Figura 1.4. Homeostasis del cobre en A) una bact@ram positivaK. hirae) y B) una bacteria
Gram negativa K. coli). El sistema Cus pertenece a la familia de tramagores CBA, y
generalmente presenta tres proteinas estructufdB: (transportador centraResistance,
nodulation and cell division); MFP (proteina de fusion a la membrana); OMFt(facle la
membrana externa). Las proteinas que introducer ebla célula son desconocidas, pudiendo
penetrar por difusion.

El estado de las células es muy importante emisilsiédad que éstas presentan
frente al cobre, como se ha demostrado en el @Boabli. Cuando las células crecen
en condiciones anaerobias son mas sensibles dl gqunetauando lo hacen en presencia
de oxigeno (Outteret al., 2001). Los sistemas implicados en la regulaciénlade
homeostasis del cobre presentan diferente regual&iacondiciones de anaerobiosis, o
que indica que el estado fisiologico de las célukas tener un papel importante en la
tolerancia al cobre. También se ha visto que ercapa portadora de una delecion para
cueO desciende la tolerancia al cobre unas 50 vecesdoulas células crecen en un
medio minimo (Grass y Rensing, 2001a; Teed., 2005).

Ademas de los elementos anteriormente citados (#dfRdombas de eflujo y
MCOs), se han descrito otras proteinas tales conaperonas del cobre que son
capaces de unir este metal y transportarlo hastas @roteinas de forma especifica
(Finneyet al., 2007). Las concentraciones de metales de transgué mantienen las
células en su interior pueden parecer téxicas. Retos elementos estan unidos a
metaloproteinas siguiendo un mecanismo de regulacidy estricto que evita que
generen algun dafio a las células (Finney y O'HatipP003). Las concentraciones de
cobre libre en el citoplasma, teniendo en cuentaigiero de proteinas con alta, media
y baja afinidad que se encuentran en él, van éagebajas que es casi imposible que
una nueva proteina que esta siendo sintetizadgomeoun solo atomo de cobre sin la
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ayuda de una proteina accesoria que se lo tramsfi@mo chaperonas del cobre (Finney
et al., 2007).

Asimismo parecen tener un importante papel enebast metanotrofas otras
proteinas denominadas metanobactinas Son capacedutir Cd* a CU, y aunque no
se conoce el mecanismo por el que lo hacen, sempeaqm acoplamiento a la formacion
de un enlace disulfuro (Balasubramanian y Rosemg\2€i08; Hakemiast al., 2005).
Incluso se han descrito otras proteinas tales cDp®w enE. coli, implicadas en la
proteccion frente a altos niveles de cobre, ausguieincion principal sea otra (Thieme
y Grass, 2009).

En el caso deM. xanthus, como se ha comentado anteriormente, mediante
analisis “in silico” hemos detectado: i) seis bomba eflujo de tipo CBA, tres de ellas
de tipo Cus y tres CzCs, ii) tres ATPasas de tippifplicadas en el exporte de cobre,
iii) tres MCOs, dos de las cuales son objeto dedéstde la presente tesis y una tercera
que ha sido estudiada por M.C. Sachez-Sutil, ig)sistemas de dos componentes y un
regulador transcripcional implicados en la regudlacide varios de los genes
estructurales descritos, v) varias proteinas nactarizadas que presentan dominios de
union al cobre y que podrian funcionar como chapesalel cobre.

La coexistencia de este gran niamero de genes gasilpel hecho de que el
cobre induce enM. xanthus otro importante proceso fisiolégico como es la
carotenogénesis (Moraleda-Mufiezal. 2005), indica que la respuesta al cobrdvien
xanthus va a ser mucho mas complicada que en el resto deanwtas. Esto
probablemente se deba a que a lo largo de su cjpngidéo de vida las células tienen
gue coordinar todos sus mecanismos para adaptacsdra. Todas estas evidencias
hacen que la bacterisl. xanthus sea un excelente modelo para dilucidar como las
bacterias se adaptan a concentraciones variablasbde en la naturaleza.

1.3. OXIDASAS MULTICOBRE (MCOs)

Las MCOs fnulticopper oxidases) son proteinas que forman una familia de
enzimas con capacidad de oxidar una gran variedadistratos. El primer miembro de
esta familia fue caracterizado en 1883 por Yoskid&hus vernicifera (el arbol de la
laca, de ahi el nombre lacasa), lo que la ha comdagomo una de las enzimas mas
antiguas que se han descrito.

La familia MCOs, ampliamente distribuida en todos teinos (Alexandre y
Zhulin, 2000; Claus, 2003), esta compuesta poskExgEC1.10.3.2), ascorbato oxidasa
(EC1.10.3.3), y ceruloplasmina (ferroxidasas; E6BI). En mamiferos, la
ceruloplasmina es una glicoproteina sérica queidnaccomo ferroxidasa, catalizando
el paso de P& a F€*. Esta enzima transporta el 95% del cobre plasmdBuig y
Thiele, 2002; Solomoset al., 1996). La ascorbato oxidasa lleva a cabo la réaate
oxidacion del &cido ascérbico.

Un analisis filogenético de mas de 350 MCOs de bsninsectos, plantas y
bacterias ha proporcionado la base para redefirar alasificacion de esta familia de
enzimas en lacasas en sentido estricto (de bagidgzomicetos), lacasas de insectos,
MCOs pigmentarias de hongos, ferroxidasas fungieasprbato oxidasas, MCOs
similares a lacasas de plantas, y bilirrubina csada(Hoeggert al., 2006). La
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asociacion entre las distintas enzimas de estaantiasificacion parece tener mas que
ver con el tipo de habitat de cada organismo que laorelacion filogenética entre
especies.

Estas enzimas presentan diversos dominios implgcadda unién de atomos de
CU?*, muy importantes para llevar a cabo su funciéeigsaa la capacidad de intervenir
en reacciones de tipo redox. En base a la orgadirae los diferentes dominios de
union al cobre y sus funciones, se ha realizado aésificacion en la que se plantea la
division en tres grupos: tipo nitrito reductasan(cms dominios), tipo lacasa (con tres
dominios) y tipo ceruloplasmina (con seis dominigslakamuraa y Go, 2005; Terzulli
y Kosman, 2009). El segundo y el tercer grupo seoen comunmente como MCOs.
La rapida acumulacion de secuencias de genomagseimtimos afios ha revelado la
existencia de nuevos tipos de proteinas que camtiestos dominios de unién al cobre,
principalmente en bacterias.

Se han clasificado tres tipos de centros o domidésnion a cobre para estas
proteinas, segun sus propiedades espectroscopieasuidre y Zhulin, 2000; Dittmer
et al., 2004; Solomoret al., 1996). Los centros tipo 1 (T1) unen un solo iébre y
presentan un maximo de absorcién en su estadodmxidab00 nm, que da a estas
proteinas su caracteristico color azul. Los certtpas2 (T2) también unen un solo i6n
cobre, pero no muestran un patrén de absorcidohespectro visible. Los centros tipo 3
(T3) unen dos iones cobre y tienen un fuerte maxdmaabsorcion a 330 nm. Las
lacasas unen generalmente 4 iones cobre, unocemteb T1 y tres en el centro hibrido
T2/T3. El Cu del centro T1 se une al enzima generate mediante dos residuos de
histidina y uno de cisteina, y actia como aceptoeldctrones desde el sustrato. Estos
electrones seran transferidos al centro T2/T3, d@utho residuos de histidina actuaran
como ligando para los tres atomos de cobre restgnte de tipo 2 y dos de tipo 3), y
tendra lugar la reduccién del oxigeno molecularoa oholéculas de agua (reaccion
basica de la cual derivan todas sus actividades))pletando un ciclo catalitico
(Dittmer et al., 2004; Rensing y Grass, 2003; Sakurai y Kataok@y2Solomoret al.,
1996).

En la figura 1.5 se puede observar un alineamidatearias MCOs donde se
muestran los residuos implicados en la union defecque se encuentran localizados en

cuatro dominios.
3 3 1 2 3 313 1

IProteina/NumeroA ] [} vV

CumA/AALO4024 | GSYWYHPHYV HPI HLHG WMFHCHVI DH
CopA/P12374 | GTYWYHSHS HPI HLHG WAYHCHLLYH
PcoA/Q47452 | GTYWYHSHS HPI HLHG WAYHCHLLYH
CueO/P36649 L ATCWFHPIHQ HPFHI HG YMAHCHLLEH
EpoA/BAB64332 \% GYWHYHDHYV HTFHI HG WMYHCHV QSH
PhsA/Q53692 A TQWWYHDHA HPMHI HL FMYHCHLLEH
CotA/PO7788 G Al LWYHDHA HPI HLHL YVWHCHI L EH
Lacasa B/AALO7440 L GTFWYHSHF HPFHLHG WFLHCHI DFH
Lacasa 1/AF118267 F GTFWYHSHL HPFHLHG WFFHCHI EFH
Lacasa/CAEQ01¢ | GTSWYHSHF HPMHL HG WLFHCHI AWH

Figura 1.5. Alineamiento de los 4 dominios del eode MCOs de bacterias y hongos. Los
residuos de histidina y cisteina implicados endardinacion de los atomos de cobre han sido
numerados de acuerdo con centro del cobre del gueah parte (1:T1; 2:T2; 3:T3). Los
residuos invariables en todas las proteinas setranesobre fondo rojo, verde, azul o amarillo,
segun formen parte de los motivos |, II, Ill o I¥spectivamente. Los residuos conservados en
al menos 5 de las 10 proteinas alineadas se muestbee fondo gris. NUmero A: nimero de
acceso.
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Las lacasas (benzenedioj:Oxidoreductasp-difenol oxidasas) oxidan fenoles,
polifenoles y otros sustratos aromaticos y no fiené| formandose radicales reactivos
como resultado de esta actividad (Claus, 2003Ritet al., 2004). Las lacasas mas
estudiadas son las fangicas, en las que se hardedeio que estan implicadas en la
sintesis de antibioticos, factores de virulencidigyificacion de paredes celulares
(Richardsoret al., 2000). Pueden oxidar una gran variedad de corgmridebido a su
baja especificidad de sustrato, presentando unpgrmcial biotecnoldgico.

La toma de hierro de alta afinidad en levadurafiesa a cabo mediante un
sistema formado por la ferroxidasa Fet3p (una M@QOa permeasa Ftrlp, ambas
implicadas en la homeostasis del cobre (Bonacabr§latti et al., 2005; Shiet al.,
2003). Fet3p es una proteina de membrana integral wn UGnico dominio
transmembrana. La importancia de esta enzima Evaaura del pan sugiere la union
del metabolismo del hierro y cobre (Eide, 1997;|0iagt al., 2005).

Aunque el nombre lacasa se utiliza para denominacipalmente proteinas de
esta familia en hongpks enzimas que poseen tres dominios de uniéobaé ce otros
organismos como bacterias e insectos también serdean lacasas, debido a que
generalmente tienen actividad oxidasa frente a cestps aromaticos (Nakamuraa y
Go, 2005).

En insectos, las lacasas ##anduca sexta y Anopheles gambiae MsLacl,
MsLac2 y AglLacl, juegan un importante papel ensldezotizacion de la cuticula por
oxidacion de catecoles en la misma a partir deomais. Las tres poseen 10 histidinas y
una cisteina que forman los centros de union ate¢casi como una metionina en el
centro T1 (Dittmeet al., 2004).

El descubrimiento de estas enzimas en procaridaselativamente reciente
(Givaudanet al., 1993), y su clasificacion y funciones aun generanta controversia
(Hoeggeret al., 2006). La primera “lacasa bacteriana” fue des@it la bacteria Gram
negativa del suelédzospirillum lipoferum, y se dijo que podria estar implicada en el
proceso de melanizacion (Givaudanal., 1993). Desde entonces se han descrito
numerosas “lacasas bacterianas”: @ampylobacter jguni se ha demostrado la
presencia de una MCO implicada en la homeostabobtee; erLeptothrix discophora
SS-1 se ha descrito una MCO implicada en la oxislade Mn, en la que el hierro juega
un papel fundamental en su actividad; en el pamggortunistaP. aeruginosa también
se ha descrito una MCO implicada en la patogericifiaesta bacteria, cuyo papel esta
relacionado con el metabolismo del hierro(El Gheriet al., 2009; Hallet al., 2008;
Hustonet al., 2002).

Las bacterias Gram negativas deben proteger splastoa del posible dafio
causado por el efecto de elevados niveles de siertetales, pero también deben
proteger un compartimento imprescindible para @ltago es el espacio periplasmico.
CueO es una oxidasa codificada por el genom&. d@eli, con sitios de unién multiple
al cobre y actividad tipo lacasa, que protege gpf@sma del dafio inducido por cobre
(Grass y Rensing, 2001a; Rensing y Grass, 2003).

CueO (Fig. 1.6) tiene una excelente actividad cddde CU, que sera central en

el mecanismo por el cual proteg&.aoli, ya que funcionan vivo oxidando Ciia C#*
en el periplasma (Grass y Rensing, 2001b; Roleedis, 2002; Sinhget al., 2004; Tree

22



1. INTRODUCCION

et al., 2005). Su expresion esta controlada por CueRegmador activado por niveles
intracelulares de Cuy Ag’, y esta relacionada con la respuesta a diferentes
concentraciones de cobre externo, exportandoseantedel sistema Tat al periplasma
con el cobre unido a sus sitios activos, contribdgeasi a la destoxificacién del metal
en el citoplasma (Munsost al. 2000; Petersen y Moéller, 2001; Rensing y GraB832
Yamamoto e Ishihama, 2005).

Figura 1.6. Imagen de CueO donde se observan &isocatomos de cobre en los centros T1y
T2/T3 representados como bolas azules. En el cenitooido T2/T3 aparece también
representado un atomo de oxigeno en rojo (Robkats 2002).

La proteina CotA d®. subtilis esta implicada en la formacién de la cubierta de
las esporas originadas por esta bacteria (Hal&., 2001; Martinset al., 2002). CotA
es una proteina parecida a CueCEdeoli, y se ha sugerido que es responsable de la
generacion de pigmentos tipo melanina para la gecaie contra la radiacion UV (Hullo
et al., 2001). Otras enzimas de esta familia tambiémest@licadas en procesos de
pigmentacion, como emzospirillum lipoferum, Bacillus sphaericus, Marinomonas
mediterranea, y Streptomyces griseus (Claus, 2003; Sanchez-Amat y Solano, 1997). La
produccion de compuestos coloreados para protelger @&lulas del dafio oxidativo es
algo comun entre las bacterias. Ersyringae, por ejemplo, la sintesis de alginatos se
induce por Cu, y estos le proporcionan un colorl damillante a las bacterias,
protegiendo las células frente al estrés produgpioio especies reactivas de oxigeno
(Keith y Bender, 1999). Los alginatos pueden forsaes con diversos compuestos,
entre ellos con metales pesados como el Cu, formaates insolubles en agua y
contribuyendo asi a reducir la toxicidad por esttam

EnE. coli y Pseudomonas syringae se han descrito dos plasmidpsd'y cop
respectivamente) que codifican proteinas que inenéam la resistencia a la
toxicidad por altas concentraciones de cobre, éasrgue se encuentran dos MCOs
como son PcoA o CopA (Outtesh al., 2000). Si el incremento de cobre agota los
mecanismos cromosomicos para controlar su concgétra se disparan los
mecanismos codificados por plasmidos, de modo gtee geria la ultima via de
escape para destoxificar el metal (Finney y O Haiip2003).

PcoA y CueO presentan una region rica en metionearasu secuencia
aminoacidica, que formaria parches hidrofébicom euperficie de la proteina. Esta
region podria estar implicada en la interacciontgina-proteina para formar
dimeros (Wernimordt al., 2003).
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Por tanto, esta familia de enzimas ampliamenttillisdas va a desempeiiar
diferentes papeles gracias al amplio abanico dgasos sobre los que pueden actuar,
relacionandose con procesos muy diversos pero tamges para el desarrollo de
numerosos organismos vivos. El término metalooxidasta siendo ampliamente
utilizado para diferenciar las enzimas de estalfamue son capaces de oxidar metales,
como McoA de la bacteria hipertermofibguifex aeolicus (Fernandest al., 2007 y
2009). Solo unos cuantos miembros descritos prasamta gran afinidad por iones
metélicos como Mii, F€* o CU, y las metalooxidasas mejor estudiadas son |@imat
Fet3p de levaduras, ceruloplasmina humana y Cudo a#i (Grass y Rensing, 2001a;
Nakamura y Go, 2005; Quintanar et al., 2007; Tagtaf, 2005).

Las lacasas, debido a su baja especificidad detratdogresentan un gran
potencial biotecnolégico. Quiza la aplicacion masarida sea en la industria del papel
y de la pasta, donde se utiliza para el blanquenodificacion de las fibras. Sin
embargo, se ha demostrado su eficacia en la dacaary detoxificacion de diferentes
tipos de efluentes industriales tales como losvddos de la industria textil o los
residuos de la industria olivarera (Mayer y StapR02; Pérez y Moraleda-Mufioz,
2009; Raghukumaat al., 2008; Riva, 2006). Las lacasas se emplean caa t&xnbién
en procesos de biorremediacion de compuestos x#itns tales como los
hidrocarburos arométicos policiclicos (PAHSs). Er (dtimos afios, se ha demostrado
que pueden ser muy utiles en otros procesos conpmlimerizacion enzimatica y
funcionalizacion de polimeros, incluso se aplicangocatalizador biolégico en la
sintesis de compuestos farmacéuticos tales cormpmétaiccion de nuevos antibidticos,
derivados de hormonas o farmacos anticancerigekomatmneni et al, 2008;
Rodriguez-Couto y Toca-Herrera, 2006). Se utiliaaimismo en la estabilizacion de
vinos y cerveza (en industria agro-alimentaria), ebrprocesado de zumos y en la
modificacion de la masa en productos de confif@iaussi, et al., 2002). Incluso se ha
demostrado su utilidad en investigacion para l@megacion de protoplastos en tabaco
(De Marco y Roubelakis-Angelakis, 1997).

Como se ha comentado, algunas de las oxidasacouétide origen bacteriano
presentan también capacidad para oxidar difereies de compuestos aromaticos.
Debido a las grandes ventajas que presentan ésieasds bacterianas” sobre las
clasicas “lacasas fungicas”, como es la facilidadxpresion en sistemas heterdlogos y
la potencial variabilidad debida a la versatiligawcariética, en los ultimos afios ha
habido un gran interés en las aplicaciones biotégieas de estas enzimas de origen
procariota. Asi, se demostré la eficacia de una Mie@reptomyces cyaneus CECT
3335 en la decoloracién de pasta papelera y deM@@ de Streptomyces ipomoea
CECT 3341 en la decoloracién de colorantes texiffasas et al., 2003; Molina-
Guijarro et al., 2009). También se estan llevando a cabo muchoslies sobre la
aplicabilidad de CotA deB. subtilis en la biotransformacion de diferentes tipos de
colorantes sintéticos (Brissetsal., 2009; Pereirat al., 2009).

Es necesario profundizar en el estudio de MCOs rdgero bacteriano, pues la

versatilidad que los microorganismos presentanuanto a condiciones de crecimiento
se refiere puede proporcionarnos nuevas aplicasidaestas enzimas.
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1.4. TRANSCRIPCION EN PROCARIOTAS
1.4.1 METALOSENSORES

Hay una serie de proteinas procariotas en las gum slemostrado la union al
ADN de un modo dependiente de metales (el cobree egitos), como algunos
reguladores transcripcionales (Giedroc y Arunkurg@f7; Penella y Giedroc, 2005).
Estos “receptores de metales” especializados peesaitios de coordinacion que han
evolucionado de tal manera que son capaces deir'sénhes metalicos tan
especificamente que son capaces de mediar en seapaelaptativas frente a diversos
tipos de estreses de un modo totalmente selecival{oc y Arunkumar, 2007).

Estudios estructurales han revelado la existeneia7 damilias distintas de
metalosensores. Entre todos sus miembros son capacdetectar seis elementos de
transicion esenciales desde un punto de vistagaddMn, Fe, Co, Ni, Cu y Zn), asi
como cuatro metales pesados (Ag, Au, Cd y Hg).<¢tementos como el Pb, As, Sby
Bi también son reconocidos. Generalmente los ngetglee reconocen van a estar
asociados a los procesos que regulan, y el andédiss estructuras de los miembros de
estas familias ha revelado que funcionan como holigdmeros de dimeros o
tetrameros (Liu et al., 2008; Penella y Giedro@3)0

La familia de reguladores MerR esta implicada emenosos procesos
relacionados con metales, ya sea en su destoxdficamma, eflujo u homeostasis, en
respuesta a la presencia de un determinado meé&loioplasma (Hobman, 2007). Las
proteinas de la familia MerR actian de la siguiémtema: generalmente estan unidos al
ADN, permitiendo la transcripcion desde promotoresnuy activos. Sin embargo son
capaces de activar la expresién génica provocandoambio de conformacion en el
ADN cuando unen un metal especificamente, lo quenipe a la ARN polimerasa
iniciar la transcripcion de manera muy eficaz (Hig.; Brownet al., 2003; Hobmann,
2007). EnSalmonella enterica y Cupriavidus metallidurans CH34 se han descrito
reguladores de tipo MerR que reconocen especificaml” (Checaget al., 2007; Jian
et al., 2009). Algunos miembros de esta familia preseatg. coli se han caracterizado
(Changuelaet al., 2003), como ZntR que une especificamenté” ¥nCueR, que
reconoce Clipero también puede unir Ag Au®, y regula la ATPasa CopA y la MCO
CueO (entre otros) en respuesta a estrés por ddlmesing y Grass, 2003). La
estructura de ambos es similar, con un motivo &djico-hélice de union al ADN, un
dominio de dimerizacién y un dominio de contactm @ metal (Changuelet al.,
2003), y la interaccion entre los reguladores g¢® tMerR y el complejo ARN
polimerasa es directa (Kulkarni y Summers, 1999).

Homodimero de un regulador de tipo MerR metal

Figura 1.7. Mecanismo general de actuacién dedgsladores de tipo MerR (Hobman, 2007).
La transcripcion tendra lugar cuando el metal sealrhomodimero del regulador MerR. Los
cuadrados rojos indican las regiones promotoray/ -85, que seran reconocidas por la ARN
polimerasa. La flecha negra indica el sentido entne lugar la transcripcion.
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Las familias ArsR/SmtB, CsoR y CopY se caracteripam Ser represores
transcripcionales. Su mecanismo de accion es difead de los miembros de la familia
MerR. En este caso se van a unir al ADN bloqueadadi@anscripcion de ciertos genes.
Cuando unen el metal por el que presentan afinidad, a liberar la doble hélice
permitiendo que se inicie la transcripcion. ArsRSytB fueron los dos primeros
miembros descritos en su familia, el primero desefperteneciente B. coli (Wu y
Rosen 1993) y el segund®amechococcus PCC 7942 (Morbt al., 1993).

Por su parte, las familias Fur, DtxR y NikR regufenes que codifican para
proteinas implicadas en la toma de iones metalieos.tanto, los miembros de estas
familias actuardn como represores, uniéndose alrmeando se encuentra en exceso,
lo que permitira su union al ADN y la inhibicidon teetranscripcion de los genes que
regulan, para que no incremente la captacion desion

La figura 1.8 resume las 7 familias de metalosesssamsus funciones asi como
los elementos metalicos que unen. La busquedael¢igs de elementos reguladores en
el genoma dd&/. xanthus ha permitido identificar 8 de tipo ArsR, 2 de tiflerR, 1 de
tipo CsoR, 3 de tipo CopY, y 2 de tipo Fur.

NmiR BxmR CzrABME

|Mn|Fe|Cair¢l|cu zn»éﬂgfc MA .
ArsR | A | d C;tR-| s| o Desrepresion
]Au ol 1 |Fb Bi
MerR CadC
CueR ZniR —
[1n] Fe [co| ni [eulzn Bs
MerR Ag|Cd|cadr |sb Activacion
cots | Au[Ha| 1 [ro|a
MerR  PbrR
RenR CsoR
CsoR [Mn[Fe—[co Ni [ Cu | zn As
e Ag | Cd Sb Desrepresion
Au|Hg | T er Bi
CopY _—
CobY |Mn|F9|Ca‘NI Cu | Zn f'*_s Induccién de los
P Ag | Cd b Desrepresion sistemas de
au | |8 eflujo/secuestro de
9 ! metales
Mur Fur Nur Zur _ R_epresién de los l
|M“|F°]GﬁIm Cu lZ2n e | sistemas de toma
FU[' —_ ., 7 de metales
PerR Ag | Cd b Co-represion
av|Hg | 7 | Pe] 8
AR IdeR
WntR DixR .
DtxR |Mn|Fﬁ|CulNi Cu(2n As
AgfCd b Co-represion
AulHe | 7 | Pe | B
NikR .
NikR [n] e [co[Mi]cu]zn 4s
I Ag |cd sb Co-represion
Au | Hg |Pb Bi

1Y
Ni-NikR:DNA
Figura 1.8. Familias de metalosensores. Los metalesnocidos por las proteinas de cada
familia estan sombreados en rojo. Las represem@siale las estructuras corresponden a
Saphilococcus aureus (apo-CadC con iones Zrrepresentados en amarill&; coli (CueR con
iones CU en rojo);Mycobacterium tuberculosis (CsoR con iones Cien rojo);S. aureus (Blal
como modelo de tipo CopYRacillus subtilis (apo-PerR con iones Znen amarillo):B. subtilis
(MntR con iones Mff en verde)E. coli (NikR con iones Ni en verde e iones‘Keguladores
en morado).
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Hay bacterias muy resitentes a metales c@Qmnmetallidurans CH34, en la que
los metalosensores identificados pertenecen andidade activadores MerR y familia
de represores ArsR/SmtB. Pero ademas posee ottsnais que regulan respuestas
frente a iones metalicos, como sistemas de dos @oempes y factores sigma de tipo
ECF. CnrH para niquel, RpoQ y RpoR para cobre, yERpara una completa
resistencia a metales en general (Greisal.,, 2007). Parece que otros tres factores
sigma, Rpol, J y K también serian necesarios panmedistencia frente a metales de
transicion.

El analisis de un factor sigma de tipo ECAVerxanthus durante el desarrollo de
esta tesis doctoral ha permitido relacionarlo @rnefgulacion y homeostasis del cobre
en esta bacteria.

1.4.2 SUBUNIDADES SIGMA

En bacterias, la expresion génica se regula pahmiente a nivel del proceso de
iniciacion de la transcripcion. Todas las bactecastienen un complejo multiproteico
denominado nucleo de la ARN polimerasa, capaz dsaial ADN inespecificamente,

y que requiere un factor adicional,para que tenga lugar el reconocimiento especifico
y la iniciacion de la transcripcion (Browning y Buys 2004; Paget y Helmann, 2003).
Al nucleo de la ARN polimerasa asociado a un fasigma se le denomina holoenzima
ARN polimerasa. De algun modo, los factores sigstareen el nivel mas alto de la
jerarquia de reguladores, ya que ellos determimaapacidad de la ARN polimerasa de
reconocer un determinado promotor (Cases y de zor&005).

Existen dos grandes familias de factores sigmanaif§4 y sigma-70, y la
mayoria de los factores sigma descritos pertenadarniltima de ellas (Lonetta al.,
1992). Todas las bacterias presentan al menos ator faigma esencial o primario,
implicado en la transcripcion de genes necesados Ip viabilidad celular, y la mayoria
poseen ademas, factores sigma alternativos quecdmdas pueden utilizar para
responder frente a un estimulo especifico, comersibs tipos de estreses. En la
disponibilidad y actividad de estos factores sigmaden intervenir al menos dos tipos
de reguladores: antisigmas, que se unen e inhibctar sigma asociado impidiendo
su unién al nucleo de la ARN polimerasa, y otrm tge reguladores que alteran la
actividad de una determinada holoenzima ARN polas@r(Campbelkt al., 2008).
Ademas, pueden intervenir otras proteinas comaafdsantisigmas (que inhiben la
actividad de los antisigmas), coantisigmas (quelaactconjuntamente con los
antisigmas) o enzimas proteoliticas que llevankm cagulaciones postraduccionales.
Se han propuesto dos mecanismos para describieglalacion de la actividad de
factores de la familia sigma-70. Mientras que l&iahibicion por el dominio N-
terminal mediaria la actividad de los factores sigprimarios, las interacciones
proteina-proteina mediaria la de un grupo de fasteigma alternativos denominados
ECFs Extracytoplasmic function). Podrian estar implicados otros mecanismos
reguladores donde la actividad de los factores aigstaria controlada por sefiales
estimuladoras (como procesos de fosforilacion-adsfidacion llevados a cabo por
quinasas y fosfatasas) o mecanismos que contm@leancentracion intracelular de los
factores sigma localizandolos en la superficiermdede la membrana celular (Thaletir
al., 2007).
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En procariotas, el proceso de transcripcion seiangeneralmente con la
asociacion de una subunidad sigma al nucleo deRls polimerasa, formado por dos
subunidades alfa, una beta, otra beta' y una onfeg#'c). Este complejo fue
purificado al completo y descrito con las 5 subad&bk por Burgess en 1969, y es
suficiente para llevar a cabo los procesos de drgotson, elongacion y terminacion,
pero es incapaz de iniciar la transcripcion posad. En ese mismo afio se data el
descubrimiento de los factores sigma por Burgess, como subunidades que podian
disociarse de la ARN polimerasa, pero que eransaeias para el proceso de iniciaciéon
de la transcripcion. Estas subunidades sigma puadese al ADN independientemente
del nucleo de la ARN polimerasa en muchos casomfDoskiet al., 1993).

Todos los miembros de la familia sigma-70 mantierdws dominios
conservados a pesar de las diferencias que puéda &a secuencia (Campbetlal.,
2003; Siegeleet al., 1989). Sin embargo, la evolucion estructural wcfanal de
diversos antisigmas proporciona mucha mas flexlidi para regular el proceso de
iniciacién de la transcripcion (Campbetlal., 2008).

Los miembros de la familia’® son proteinas modulares que presentan hasta
cuatro regiones y subregiones dentro de éstas,nmpoian la union de la ARN
polimerasa al ADN (Gruber y Gross, 2003). Las sgibrees 2.4 y 4.2 estan implicadas
en el reconocimiento de los hexameros presentesa®rregiones promotoras en
posiciones -10 y -35 respectivamente, y cuando pstéente la subregion 3, ésta
reconoce el elemento extendido en -10 (Fig. 1.8)e Feconocimiento se suple con la
union de la region 4.2 al elemento -35 del prom{@@mpbellet al., 2002).

Transcripcion

35 -10 ‘ +1
—l— .
A
4o / 3.0 A[ 323
C-terminal 4 3 2 1 N-terminal

o o J o

Region de unién a

Regién -35

Region -10

Figura 1.9. Esquema de los dominios que interaaci@on el ADN de una subunidad sigma, y
regiones promotoras del ADN con las que interacien la holoenzima ARN polimerasa
(Paget y Helmann, 2003).

La mayoria de estas subregiones presentan un domé@iunién a la ARN

polimerasa y un dominio de union al ADN. Cuandopseduce la formacion del
complejo holoenzima ARN polimerasa (tras la unién el factor sigma), a veces se
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producen cambios conformacionales en los domingogniion al ADN que son los que
permiten el reconocimiento de promotores espedcifif®rowning y Busby, 2004;
Murakamiet al., 2002; Vassylyewt al., 2002). La regibn mas conservada entre factores
sigma es la 2. Aunque la secuencia de aminoacidaea idéntica, es muy importante
el mantenimiento de la estructura terciaria endominios 2 y 4, que contienen los
determinantes para la union primaria a la ARN pelasa y al ADN (Gruber y Gross,
2003). El cambio de esta estructura terciaria equi® puede originar una diferente
afinidad por un mismo promotor en factores sigma mgulan procesos idénticos en
diversas condiciones.

La familia de subunidades sigma-70 ha sido divididavarios grupos teniendo
en cuenta su secuencia y funcion en las célulaseftmet al., 1992 y 1994; Helmann,
2002).

- Grupo I: Incluye proteinas esenciales para el mantenimield las
funciones vitales de las células.

- Grupo IlI: Muy relacionado con el grupo |, aunque son pnaei
prescindibles para el desarrollo vital de los nocganismos.
- Grupo Ill: Difiere mas en secuencia con los anteriores, gdeuser

dividido en proteinas relacionadas evolutivamentee @ menudo se
agrupan en base a la similitud de los procesos rqgalan (choque
térmico, biosintesis de flagelos, esporulacion,...).

- Grupo IV: También denominados ECFsaxtfacytoplasmic function), se
defini6 gracias al estudio de SigE, un factor sigdeaS. coelicolor
(Lonettoet al., 1994). El grupo IV o de ECFs es de los mas demeas en
secuencia (Lonettet al., 1994, Missiakas y Raina, 1998).

- Grupo V: Laincorporacion de un quinto grupo de factorgma en el que
se incluiria la proteina TxeR @tostridium difficile y otros reguladores de
toxinas y bacteriocinas se ha propuesto recientm@ielmann, 2002).
Este nuevo grupo de factores sigma presenta seawsamslar a los ECFs
pero con bastantes diferencias como para serickls como grupo
aparte (Dupuy y Matamouros, 2006).

Los miembros del grupo | poseen el mayor nUmerdaieinios, mientras que

los miembros del grupo IV parecen ser la versi@ucila de éstos (Gruber y Gross,
2003). Entre ambos extremos se encuentra el redctbres sigma (Fig. 1.10).

A B G

Figura 1.10. Composicion de dominios de diferegtepos de factores sigma-70. A) Dominios
tipicos del grupo I. B) Factor sigma-70 del grugoC) ECF. (Gruber y Gross, 2003). NCR:

dominio no conservado ni en secuencia, estructutan@fo, y que se encuentra entre las
regiones 1.2y 2.1.
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El grupo IV de factores sigma engloba a los miembr@as pequefios de la
familia sigma-70 pero también a los mas numerostie és genomas descritos hasta la
fecha. Por lo general, los factores sigma de tip& Eon proteinas no esenciales para el
crecimiento normal de los microorganismos (Misssaka Raina, 1998; Paget y
Helmann, 2003), pero si muy importantes para reggoifrente a ciertos tipos de
estreses. Los ECFs mantienen las secuencias cadasrentre los factores sigma
primarios 2.4 y 4.2, que van a reconocer las regopromotoras -10 y -35
respectivamente, y hay andlisis que demuestran muehos de esos residuos
conservados ejercen idéntica funcibn en ambos casolgien otros no alteran su
actividad cuando son sustituidos por alanina (Wilgd_amont, 2006), diferencias que
permitiran un reconocimiento de promotores espmuifente. Muestran divergencias en
la region 1, que previene la union directa de fast@igma libres al ADN, en la region
2.3 que interacciona con la secuencia promotoray-#0 la region 3, cuya funcion ain
no esta clara.

Es muy importante comprender que un unico factpmai puede controlar la
expresion de numerosos genes en respuesta a urpo mnestimulo. Por ejemplo, el
regulon sigB deB. subtilis engloba unos 200 genes (Helmann, 2006), y puede ser
utilizado como diana en investigacion clinica oapgreservar alimentos (van Schaik y
Abee, 2005). Sin embargo, parece que una carditarisomin entre ECFs es la
regulacion de la transcripcion de un numero reduad genes en respuesta a un
estimulo muy concreto. En 2006, Alvarez-Martingzal. sugirieron que SigF de
Caulobacter crescentus va a regular un niumero pequefio de genes, al igualtyos
ECFs descritos, proporcionando una respuesta @éispgciomo ya introdujeron Lonetto
et al. en 1994).

E. coli tiene unos 300 factores de transcripcion (Ishih&@@0), y tan sélo seis
factores sigma-70: Rpo (), RpoS 6°), RpoH 6%, FliA ("), RpoE 65) y Fecl. La
funcién y regulacién de estos factores sigma sealmaplemente las mejores estudiadas
entre todas las eubacterias (Gruber y Gross, 2@D3)incipal factor sigma dE.coli,
RpoD, es capaz de unir las regiones -35 y -10 especifiotan reconociendo
inexorablemente una region espaciadora entre @®suna determinada longitud
(Dombroski et al., 1996). En 1989 se identific6 RpoE, aunque aunseohabia
determinado la clasificacion del subgrupo ECFsci&on y Gross, 1989). De los seis
factores sigma-70 que podeecali, tan s6lo RpoE y Fecl pertenecen al grupo ECF.

P. aeruginosa posee otro ECF (AlgU) con una secuencia y rutaedelacion
similares a las de RpoE &n coli (Raivio y Silhavy, 2001). AlgU es un determinante
principal en la ruta de biosintesis de alginata®ceda con un incremento en la
morbilidad y mortalidad en pacientes con fibrosigstica que presentan infecciones
pulmonares crénicas con estos microorganismos ([PgyrOhman, 1994).

Otros ECFs como W23%igM y SigX deB. subtilis, son imprescindibles para la
formacion del septo y la sintesis de la pared aelMinniget al., 2003). Por otro lado,
Schmid y Lidstrom comunicaron en 2002 la presergados factores sigma en
Deinococcus radiodurans, uno de ellos claramente clasificado por secuenoiao
ECF, implicados en la respuesta a choque térmico ed@a bacteria. Este
microorganismo, altamente resistente a elevadas diesradiacion (Battista, 1997),
s6lo posee tres factores sigma, al menos con sgaussnservada (Whitet al., 1999).
Por tanto, la regulacion de la transcripcion géuiebe llevarse a cabo bien mediante
factores de transcripcion, bien mediante otrosofast sigma con secuencia mas
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divergente de los hasta ahora descritos, o utdizastros mecanismos completamente
nuevos.

Las bacterias de vida libre suelen poseer mayoremuime ECFs que los
patégenos o algunos simbiontes con animales (Nitteer, 2002). En general, los
organismos con estilos de vida mas variados poasesor nimero de factores sigma.
Esto les permitira adaptarse a diferentes ambigpi@sistar su metabolismo y procesos
celulares a muchos tipos de estreses, que requedra amplio repertorio de
mecanismos reguladores. En bacterias patégenasosde los procesos relacionados
con la invasion del hospedador o con la respuestdef a ataques por parte de éste,
estan regulados por factores ECFs (Bashyam y Has@D4), y el estudio de la
induccion de estas rutas podria ayudar a comprezidaumento en la resistencia a
antibioticos de numerosas bacterias (Rovetegt., 2006).

Nies determiné mediante un analisis global de téo®genomas depositados en
las bases de datos en 2004, que el nUmero medactdees sigma en procariotas es de
5,3. Este numero podria variar entre 1 y 19. Siis®en en cuenta algunos factores
descartados por no presentar total homologia,nésteero variara entre 1 y 53, con 7,5
factores sigma de media por genoma. Las especiesnés de 16 factores sigma
pertenecen a cianobacterias, formadores de endsspsimbiontes formadores de
nddulos en raices o0 a los géner8septomyces, Pseudomonas, Caulobacter, o
Leptospira. Varios genomas han sido analizados para obtemeraproximacion del
namero de ECFs que contienen (Bentiegl., 2002; Helmann, 2002; Martinez-Bueno
et al., 2002), y en general este nUmero parece no serattoya excepcion deb.
codicolor, en cuyo ciclo de vida también se lleva a cabocomplejo proceso de
esporulacion (Tabla 1.3).

Tabla 1.3. NUumero de ECFs del total de factoras&ig0 en diversas bacterias

ORGANISMO NUMERO DE NUMERO REFERENCIA
FACTORESG" DE ECFs

Streptomyces coelicolor 63 49 (Bentleyet al., 2002)

Pseudomonas aeruginosa PAO1 24 19 (Viscaet al., 2002)

Pseudomonas putida KT2440 24 19 (Martinez-Buenct al.,
2002)

Bacillus subtilis 18 7 (Gruber y Gross, 2003 ;
Mascheret al., 2007)

Cupriavidus metallidurans CH34 17 11 (Grosseet al., 2007)

Caulobacter crescentus 16 13 (Nierman et al., 2001)

Pseudomonas syringae pv. tomato 15 10 (Oguiza et al., 2005)

DC3000

Mycobacterium tuberculosis 13 10 (Cole et al., 1998;
Thakur et al., 2007)

Corinebacterium glutamicum 10 5 (Nakunstet al., 2007)

Synechocystis sp. PCC 6803 9 3 (Gruber y Gross, 2003)
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En M xanthus se ha encontrado un solo miembro de la familia ai§#h (RpoN)
implicado en la transcripcion de los genes que avamgular las primeras etapas del
ciclo de desarrollo, y por tanto esencial paracislas (Keseler y Kaiser, 1997). Sin
embargo el numero de miembros de la familia sigthas’mucho mayor: 47 (Goldman
et al., 2006). El numero de factores sigma de tipo EC& cpdifica el genoma dé.
xanthus también es bastante alto: 38 (Kroos e Inouye, 2008Jue no es de extrafiar
teniendo en cuenta el complejo ciclo de vida genalla cabo esta bacteria, que a su vez
puede tener lugar en innumerables condiciones atalés. Tan sélo tres de estos ECFs
han sido bien caracterizados: CarQ, EcfA y RpoEbdK e Inouye, 2008).

CarQ regula la sintesis de carotenoides induciddupgdFig. 1.11; Elias-Arnanz
et al., 2008; Gorhanet al., 1996), EcfA regula la expresion de genes queirgeen al
inicio del ciclo de desarrollo (Kroos e Inouye, 8D RpoE1 parece estar relacionado
con la movilidad (Waret al, 1998).
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Figura 1.11. CarotenogénesisiMnxanthus. Los genes estan representados por flechas ngentra
que las proteinas se representan como Ovalos negesproteina CarA se expresa
constitutivamente, y reprimegPEn respuesta a la luz o al cobre, se inicia wta de
sefializacion que comienza con la interaccion CafRCy liberacion de CarQ (ECF),
iniciandose la transcripcion de los genes implisadp esta respuesta, en la que intervienen
otras proteinas activadoras de la transcripcionoc@arD/CarG e IhfA. CarS impedira la
inhibicion por CarA de la transcripcion a partirg(Galbis-Martinezt al., 2008).

Una caracteristica en comun que parecen tener yarfaade ECFs, sobre todo
en bacterias Gram negativas, es el uso de fadotesgma. Los factores antisigma que
funcionan con ECFs son proteinas que suelen pegsamt dominio receptor
extracitoplasmico, varias regiones transmembrana gominio intracitoplasmico que
permite la union con su ECF, secuestrandolo haslizdada del estimulo (Hughes y
Mathee,1998; Missiakas y Raina, 1998).

Los factores antisigma se han mantenido a lo ladgo la evolucion
probablemente por dos motivos principales: porado Iprotegen a los factores sigma
de la degradacion que puedan sufrir cuando se etmandibres en el citoplasma, y por
otro lado permiten que los factores sigma estgmodibles para actuar tan pronto como
sean requeridos, una vez que sean liberados (BsoBkEhanan, 2008). En las figuras
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1.12 y 1.13 se muestran dos ejemplos del mecanimateraccion sigma-antisigma
para los dos ECFs de coli.

Los ECFs PvdS d®. aeruginosa, PbrA dePseudomonas fluorescens, Pfrl y
Pupl deP. putida, y Fecl dekE. coli entre otrosestan implicados en la toma de hierro, y
su accién esta negativamente controlada por regrdadie tipo Fur, que se uniran a las
regiones promotoras de los genes que controlars é5BFs en presencia de altas
concentraciones de hierro, impidiendo su transignipaCuando hay escasez de hierro
éste se libera de los reguladores Fur, que degi@star unidos al ADN, y la deteccion
de metal formando complejos como el citrato fériactivara los genes regulados por
estos ECFs para captar mas hierro. Filogenéticanestas proteinas no se encuentran
agrupadas con RpoE &e coli o AlgU deP. aeruginosa, y a veces se refieren a ellas
como sigmas en respuesta a escasez de hieoroarvation sigmas; Leoni et al.,
2000; Visceet al., 2002).

Fe-citrato

oM FecA FecA

Periplasma
— > o

IM FecR ExbD ExbB FecR

Citoplasma

Fecl

Figura 1.12. Mecanismo de sefializacion FecARI. hidrude Fe-citrato a FecA permite a TonB

interaccionar con ella. Esta interaccion es nei@para la deteccion del estimulo del antisigma
FecR, que situado en la membrana interna, libedaféctor sigma Fecl para que interaccione
con la ARN polimerasa, transcribiendolos genes swaes (Brooks y Buchanan, 2008). OM:

membrana externa; IM: membrana interna.

Parece que el®. aeruginosa una proteasa reconoce dafios en la membrana
celular, y degrada el antisigma que secuestra AMldod y Ohman, 2009), algo
parecido a lo que ocurre en el caso de RpoE (Fig)1

Es muy frecuente que las parejas sigma-antisigrtén egguladas por otras
proteinas, como muestran las figuras 1.11, 1.13 ¢.1.14. Aquellas proteinas que
interaccionan directamente con los factores amtigjgnhibiendo su funcién y por tanto
liberando el ECF secuestrado, se denominan ansigmas. Esta interaccion dara lugar
a una regulacion mas eficiente en respuesta a timués determinado (Bashyam y
Hasnain, 2004; Helmann, 2002; Hughes y Mathee, )1998quizas medien en la
integracion de sefales diferentes, que deben Zaraion una respuesta similar (Fig.
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1.14). En algunas bacterias, corBo subtilis y M. tuberculosis, los anti-antisigmas
regulan la actividad de factores antisigma mediame proceso de fosforilacion
(Beaucheet al., 2002; Schailet al., 2005).

En 2003, Browninget al. demostraron la existencia de interaccion entr&Gar
CarR, y la pérdida de estabilidad de CarR en po@seate luz, mecanismo que podria
desencadenar la respuesta dirigida por CarQ alitsmado por CarR (proteina de
membrana) eM. xanthus. En 2008, Galbis-Martineat al. demuestran la interaccion de
CarR con CarF, lo que refuerza la hipotesis deegti@ Ultima proteina esté actuando
como anti-antisigma en repuesta a la luz azul lpgpareja CarQ-CarR (Fig. 1. 11).

oM

Periplasma

Citoplasma

Figura 1.13. Mecanismo de activacion de RpeH. (1) El dominio PDZ de la proteasa DegS
reconoce el dominio CTD de una proteina que nopstida correctamente. (2) DegS activada
corta en la regiosite 1 de RseA, inactivando la inhibicion ejercida por Rgepermitiendo la
interaccion RseA-RseP. (3) RseP actia como prosedsa la regiosite 2 de RseA. (4) ClpXP

y otras proteasas dependientes de ATP libefagle la porcion de RseA a la que permanece
unido. (5)c- se une al complejo de la ARN polimerasa y dirigetrnscripcion desde los
promotores adecuados necesarios (Brooks y Buch&@@8). OM: membrana externa; IM:
membrana interna.

Se han descrito otros mecanismos de actuaciorsgmtejas sigma-antisigma, o
de la regulacion de estos ECFs directamente. ®igiactor sigma d&. coelicolor que
dio lugar a la definicibn de ECFs, no esta regulpdo un antisigma, sino por un
sistema de dos componentes compuesto por el regule respuesta CseB y la
histidina quinasa CseC (Pagetl., 1999).

SigC deMycobacterium tuberculosis es un ECF necesario para la virulencia y
patogénesis de estas cepas (&uh., 2004), y debido a la conservacion de esta proteina
en todas las especies patdogenas de micobactdripaped en la patogénesis de estos
microorganismos debe ser muy importante (Thakuropdah 2005). A pesar de no
poseer una gran parecido en secuencia con SigAolfaigma-70 principal en
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micobacterias), los dominios de interaccion coretasas promotoras determinados por
cristalografia de rayos X son muy similares entmbas (Thakuret al., 2007). La
regulacion de este ECF parece tener lugar pornieeaccion entre los dominios 2 y 4,
gue va a impedir el reconocimiento de la caja Pbmientras no se de un cambio de
conformacion (algo parecido a lo que ocurre conféadores sigma primarios). Se
sugiere que esto tendra lugar mediante la uniérSig€ al nucleo de la ARN
polimerasa, y por tanto no necesitaria ser regutaiaina proteina antisigma (Thakur
et al.,, 2007). Pero la presencia de un antisigma no @ebssr completamente
descartada, ya que podria estar impidiendo la aoteyn de SigC con la ARN
polimerasa y de este modo inhibiendo su activaciEm.primer lugar, un analisis
llevado a cabo por Rodrigwet al. en 2007 para determinar los promotores reconocidos
por ECFs de micobacterias, permitid identificarisags a las que se une SigC tras
sobreexpresar esta proteinavivo. De no existir antisigma para SigC, y puesto gse la
condiciones fisiolégicas no se alteraron, o biete eECF esta continuamente
transcribiendo genes necesarios para los procetasanados con la patogénesis (en
cuyo lugar no estaria respondiendo a un estimwadggencadene su actividad), o bien
se rompio la proporcion sigma/antisigma que inhibia capacidad de iniciar la
transcripcion junto con la ARN polimerasa. En sefyutugar, en el trabajo de Thakur
et al. de 2007, identifican 2 proteinas candidatas aaacomo antisigmas de SigC, si
bien no pudieron demostrar una interaccion directae ellas y SigCComo ECF,
deberia responder frente a alguna sefal, desersratteria transcripcion de genes
implicados en una determinada respuesta. Aunqusengonoce el estimulo que
desencadena su actividad, la transcripcion a pdetwn promotor al que se une se ha
demostradoin vitro, y la secuencia 'AAC' en -35 esta presente en lgones
promotoras de al menos 2 genes cuya transcripoidinata (Rodriguest al., 2007).

Otro ejemplo diferente es ChrR, un antisigma e$pecile = en Rhodobacter
sphaeroides, que requiere Zn para su funcién. En base a lditsicthen secuencia de
aminoacidos, Newmaet al. propusieron en 2001 una nueva familia de antissgquee
aparecian en y y-proteobacterias. Estos factores antisigma actu@adano RsrA, que
regula SigR deS coelicolor, y que pertenece a la familia ZASinc-containing
antisigma factors) detectando estrés oxidativo mediante cambios erldosinios de
unidn a Zn. La formacion de puentes disulfuro orgia pérdida del ibn y un cambio
conformacional que hace que se libere el ECF stades dando lugar a la
transcripcion de genes en respuesta a estrés igridBagetet al., 2001; Zdanowsket
al., 2006). La deteccion de estrés oxidativo mediantén de metales es una estrategia
gue llevan a cabo factores de transcripcion com® PeMexR (Chenret al., 2008;
Giedroc, 2009). ChrR y RsrA son antisigmas solyblgxor tanto difieren de la mayoria
de antisigmas descritos en que no son proteinametebrana, y van a detectar un
estimulo intracitoplasmico.

También se ha observado que la pareja sigma-antasigiede ir acompafiada de
un tercer miembro, un receptor dependiente de Tocdizado en la membrana externa
cuyas funciones serian de transporte (sideréfgraosnsduccion de sefiales, como se ha
demostrado eP. aeruginosa para 5 ECFs (Llamaat al., 2008), o en el caso de FecR-
Fecl enkE. coli (Fig. 1.12).
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Estres Medioambiental Estrés Energético

o raso

Fosfatasa

Activadar = ;
w;.r 1;;3.‘ . Activador
...r:r—, de fosfatasa &,
e o . de fosfatasa
: } @99 @ *jd“?’ Fosfatasa
' T
RsbP
RSbU Fosfatasa
RsbV RsbV
Antagonista .{Eﬂ; .I{'yf e | S ()
%.@ } Cuinasa
e i

Figura 1.14. Cascada de® en B. subtilis. Si no se detecta ningin estrés, RsbW estara
secuestrande®, previniendo su unién a la ARN polimerasa (ARNR¥bW también estara
inactivando a RsbV a través de su actividad quinBsacondiciones de estrés, RsbW sera
secuestrada por su anti-antisigma RsbV, proteida gne convergen las rutas de sefalizacion
en respuesta a estrés energético o medioambi€unt@hdo se detecta estrés energético, RsbP se
activa por RsbQ, desfosforilando RsbV (que se wmitdnces a RsbW). La deteccion de estrés
medioambiental, algo mas complicada, comienza ecooamplejo multiproteico denominado
estresosoma, que secuestrara a RsbT en auserstée Cuando se detecta el estimulo, RsbT
se libera por fosforilacion del estresosoma, antigala fosfatasa RsbU que desfosforilara a
RsbV (y se unird a RsbW liberandos®). La fosfatasa RsbX llevara a cabo una
desfosforilacion de las proteinas del estresospara, reiniciar el proceso (si el estrés continda,
se dara la ruta de sefializacion. De no ser asi, Ribera a ser secuestrada). (Marles-Wright y
Lewis, 2007). Los simbolos # indican regulacionifpa/negativa de®.

RpoE2 deSnorhizobium meliloti estd cotranscrito con un antisigma soluble, una
proteina pequefia de 55 aminoacidos, sin peptida gefin dominios transmembranas,
lo que indica que el estimulo reconocido tambiévedser intracitopladsmico (Sauvietc
al., 2007). Muchos factores sigma de tipo ECF se ostréiben en el mismo ARNm con
su antisigma, como es el caso de CarQ y CarR (Brgmb al., 2003; Hodgson, 1993),

o la pareja RpoE y ChrR en dos bacterRssphaeroides (Anthony et al., 2004)y C.
crescentus (Lourenco y Gomes, 2009). Esto parece ser hab#tmdhs parejas sigma-
antisigma (Brooks y Buchanan, 2008; Hughes y Matli®88; Missiakas y Raina,
1998). EnC. crescentus, RpoE protege a la célula del dafio oxidativo caugamoCd
induciendo los genes necesarios para su destaiditgLourenco y Gomes, 2009).
RpoE esta inactivo cuando no esta presente elsegtré desencadena su respuesta
(principalmente presencia de Cd). Esta inactivadeénleva a cabo su antisigma
asociado, pero su efecto se rompe cuando Rpobbesegpresado.
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RpoE2 se autorregulaontrola su propia transcripcioynse activa en respuesta a
varios tipos de estreses, incluyendo temperatwimidad, escasez de nitrdgeno o
carbono. Todos los genes regulados por RpoE2 tes@mn este trabajo conservan la
secuencia 'AAC' en -35 (Sauviacal., 2007). Esta secuencia conservada en la region
promotora -35 es una caracteristica mas compagtdatros muchos ECFs (Browning
et al., 2003; Dartigalonguet al., 2001; Huanget al., 1997; Martinez-Argudeet al.,
1998; Missiakas and Raina, 1998; Rowdewl., 2006).

Otra de las caracteristicas que comparten muchés E€Ila regulacion positiva
de su propia sintesis (Helmann, 2002). Por ejempiyQ deM. xanthus, asi como
RpoE2 deSinorhizobium meliloti controlan su propia transcripcion (Martinez-Argetio
al., 1998; Sauviaet al., 2007) Hay otros ECFs que se autorregulan pero que tambié
son regulados por otras proteinas a partir de prmsotores, como es el casodfeen
S enterica serovar Typhimurium o de RpoE Encoli (Miticka et al., 2003; Rouviére et
al., 1995).S coelicolor posee un ECF (SigJ) regulado a su vez por otro (SGH),
(Mazurakovaet al. 2006). Lo mismo ocurre ef. glutamicum, donde SigM esta
regulado por SigH (Nakunst al., 2007), o erBurkholderia pseudomallei, donde RpoH
esta regulado por RpoE (Vanapetral., 2008).

En resumen, los factores sigma van a ser necespai@ la iniciacion de la
transcripcion y el reconocimiento de promotoreseesjgos, de manera constitutiva
(con los factores sigma-70 primarios) 0 en respuestun estimulo muy concreto
(procesos en los que intervienen mayoritariamehtggupo ECF de la familia sigma-
70). En dltima instancia, los ECFs van a permitsts microorganismos llevar a cabo
una respuesta determinada para hacer frente aituaai@n generalmente inesperada.
La mayoria de ECFs comparten tres caracteristigasigeales: responden frente a un
estimulo extracitoplasmico, acttan con un antisig@sociado (generalmente
cotranscrito), y reconocen una secuencia 'ACCaaerdion promotora -35. Pero como
hemos visto en este apartado, se discutirhA maarddel ya dijeron Browning y Busby
en 2004, la Unica regla general en cuanto a sintesiARN se refiere, es que no hay
reglas generales.
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2. OBJETIVOS

M. xanthus es una bacteria Gram negativa que pertenece @ogde la
Mixobacterias, capaz de llevar a cabo un pecul@o de vida Unico entre procariotas,
gue la ha convertido en un modelo para el estuelidesarrollo. En la naturaleza ha de
llevar a cabo este ciclo de vida en presencia dgoaentes presentes en el suelo, entre
los que se encuentra el cobre, y la eleccién detliesde la respuesta al cobre en esta
bacteria estd fundamentada principalmente en lartapcia de este metal en procesos
biolégicos. Por una parte, es cofactor de muchasmas implicadas en procesos
esenciales para la vida. Por otro lado, el colseltatoxico a elevadas concentraciones
debido a que produce oxidacion de proteinas y dafidss membranas, lipidos y ADN.
Este efecto dual hace que las células deban maniemaeprecisa homeostasis para
evitar la toxicidad del metal, controlando a la Jezexistencia de unos niveles
adecuados para el funcionamiento de las protein&s lg precisen. Todas estas
evidencias hacen que el estudio de los mecanisnaeculares implicados en la
homeostasis del cobre resulte de gran interésl@a@munidad cientifica en multiples
campos tales como la ecologia, medicina, fisiologigcrobiologia.

En nuestro laboratorio estamos estudiando la retpugobal al cobre en esta
mixobacteria. El uso d#l. xanthus en el estudio de la homeostasis del cobre ofrece
ventajas con respecto a otras bacterias: i) elthdelqueM. xanthus posea un ciclo de
vida a lo largo del cual las células tienen queradioar todos sus mecanismos para
adaptarse al cobre en diversas situaciones, igvidente gran complejidad en la
respuesta al cobre de este microorganismo tant@lpomimero de genes estructurales
implicados, como por los mecanismos de regulaciém pprecen estar implicados, iii)
la ventaja que supone givke xanthus no es una bacteria patdégena y que por tanto su
manipulacion genética no suponga ningun riesgo lpasalud o el medio ambiente. Por
tanto se plantearon los siguientes objetivos patasarrollo de esta Tesis Doctoral:

Determinacién de la resistencia al cobrévexanthus.

[ —
1

2- ldentificacién de proteinas relacionadas con ladustasis del cobre en
M. xanthus, centrada en las oxidasas multicobre.

3- Estudio del papel fisiologico de una MCO Mexanthus, durante el ciclo
de vida completo de esta bacteria en presencigenaia de cobre.

4- Estudio de la regulacion transcripcional dependigiat cobre de la MCO
objeto de estudio. Identificacion de reguladores.

5- Caracterizacion molecular del principal reguladbeterminacion del

papel de esta proteina en la homeostasis del catbrel. xanthus.
Identificacion de su mecanismo de accion.
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3.1. MATERIAL

3.1.1. MICROORGANISMOS

3.1.1.1. CEPAS DE E. coli UTILIZADAS EN EL PRESENTE TRABAJO

JM109 (Yanisch-Perromt al., 1985)
recAl supE44 endAl hsdR17 gyrA96 relAl thi A(lac-proAB) F'[traD36 proAB™ lacl®
lacZ AM15]

TOP10 (Invitrogen)
F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara-
leu)7697galU galK rpsL (St) endAl nupG

Estas cepas han sido utilizadas para realizarftnanaciones con mezclas de
ligaciobn (para clonar fragmentos de ADN), producibs PCR para introducir
mutaciones puntuales en el georE, asi como con vectores y plasmidos (para su
amplificacion). Ambas son deficientes en sistemasedombinacién y restriccion, lo
que favorece la estabilidad de los plasmidos irmagos a estas bacterias. Ademas, la
cepa JM109 permite la seleccion de clonesopoomplementacion en aquellos vectores
que porten la subunidaddel gen para la enzinflagalactosidasa.

BL21(DES3) Star (Invitrogen)
F ompT hsdSs (rg'mg) gal dcm rnel31 (DE3)

Esta cepa se ha utilizado para la expresion hetgadle las proteinas CuoB y
CorE. Posee una copia del gen para la ARN poliraeda$ fago T7, regulada por el
promotorlacUV5 (que se induce por IPTG). Los genes clonados élajontrol del
promotor de esta ARN polimerasa seran por tantstréos de manera dependiente de
IPTG. Carece de las proteasas Lon y OmpT, lo cedlice la degradacion de las
proteinas heterdlogas expresadas en esta cepa.addemeee una mutacion en el gen
rne que codifica para una ARNasa, lo que genera uenmento en la estabilidad de los
ARNmM.

3.1.1.2. CEPA DE M. xanthus UTILIZADA EN EL PRESENTE TRABAJO

DZF1 (Morrison y Zusman, 1979)
pilQ1

Esta cepa ha sido empleada como mixobacteria s#yeal ser capaz de
completar el ciclo de desarrollo con normalidacesgp de presentar una mutagmiQ1
sobre los pili de tipo IV. Esta mutacién afectaelgmente a la movilidad social
favoreciendo su cultivo en medio liquido (evitarlddormacion de agregados). Todas
las cepas dil. xanthus obtenidas durante este estudio derivan de ellalgTal).
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3.1.2. MEDIOS DE CULTIVO

3.1.2.1. MEDIOS DE CULTIVO PARA E. coli

Medio LB (Luria-Bertani) (Miller, 1972)

Triptona (Difco): 10 g/L

Extracto de levadura (Difco): 5 g/L

NaCl: 5 g/L

Bacto-agar (Difco) para medio solido: 15 g/L
pH 7,2

Medio liquido SOC (Sambrook y Russel, 2001)

Triptona (Difco): 20 g/L

Extracto de levadura (Difco): 5 g/L
NaCl: 0.5 g/L

KCI: 2.5 mM

MgCl,. 10 mM

Glucosa: 20 mM

Compuestos adicionados a los medio de cultivo unaz/autoclavados:
AMPICILINA (50 pug/mL) (Sigma)

Empleado en la seleccion de bacterias portadorgdédenidos con el gen parafa
lactamasa (marcador de resistencia a ampicilina).

KANAMICINA (25 pg/mL) (Sigma)

Seleccion de bacterias portadoras de plasmidos cgudéieren resistencia a este
antibiético.

TETRACICLINA (25 pg/mL) (Sigma)

Seleccion de bacterias portadoras de plasmidos cpudieren resistencia a este
antibidtico.

5-BROMO-4-CLORO-3-INDOLB-D-GALACTOPIRANOSIDO
(40 ng/mL) (Biosinth AG)

Este compuesto es un sustrato de la enZirgalactosidasa. Cuando esta enzima
degrada tal compuesto, se origina un producto daulaible. Ha sido empleado en la
seleccion blanco/azul de colonias originadas ercgzms de transformacion en las
etapas iniciales de clonacion de fragmentos (p®siplacias al proceso de-
complementacion). Permite diferenciar aquellas dvaat que no han incorporado el
inserto (azules), de las que si lo han hecho (Bgnc
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ISOPROPILB-D-TIOGALACTOPIRANOSIDO (0,1-1 mM) (Promega)

Utilizado para inducir la expresion de genes bamoetrol de promotores de tipac en
los sistemas de expresion pET-24a(+) y pET200/D-O@Rvitrogen).

3.1.2.2. MEDIOS DE CULTIVO PARA M. xanthus

Medio CTT (Hodgkin y Kaiser, 1977. Crecimiento vegetativo)

Bacto-casitona (Difco): 10 g/L

MgSO, 7H,0: 2 g/L

Tris-HCI pH 7.6: 10 mM

KH2POy-K,HPO, pH 7.6: 1 mM

Bacto-agar (Difco): 15 g/L (para medio so6lido);/8 ¢para medio semisolido)

Medio CF (Hagenet al., 1978. Ciclo de desarrollo)

Tris-HCI pH 7.6: 10 mM

KoNaPQ pH 6.8: 1 mM

MgSQy 8 mM

(NH4)2SO4:O,2 g/L

Bacto-casitona (Difco): 0,15g/L

Citrato sédico: 2g/L

Piruvato sodico: 1g/L (adicionar tras autoclavar)
Bacto-agar (Difco): 15 g/L

Compuestos adicionados a los medios de cultivo unez autoclavados:
KANAMICINA (40 u 80 pg/mL) (Sigma)

Utilizado como marcador selectivo, permitio el amslento de cepas portadoras de
fusioneslacZ o de intermediarios merodiploides durante el oade delecién de un
determinado gen utilizado a una concentracion degd®L. Una vez confirmadas las
cepas positivas en cada caso, se utiliz6 a unaentracion de 40ug/mL para
mantenerlas durante sucesivas resiembras.

TETRACICLINA (15 pg/mL) (Sigma)
Permitié el aislamiento de cepas portadoras denites con diferentes construcciones

relacionadas con el gesorE, tras haber sido electroporados en la cepa JM5YEBZ
(AcorE cuoB-lacZz).
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3. MATERIAL Y METODOS

5-BROMO-4-CLORO-3-INDOLILB-D-GALACTOPIRANOSIDO
(100pg/mL) (Biosinth AG)

Al igual que se explico en la pagina anterior, ¢gién de la enzim@-galactosidasa
sobre este compuesto origina un producto azuladmocaonsecuencia de su
degradacion. Se adiciond a los medios de cultiva péectuar un andlisis cualitativo
inicial de la actividags-galactosidasa de aquellas bacterias portadorasidmedacZ.

GALACTOSA (10 mg/mL) (Fluka)

Incorporada a los medios de cultivo para la obtendie mutantes de delecion en fase.
Las bacterias portadoras del gghK que codifica para la enzima galactoquinas&.de
coli ven inhibido su crecimiento en presencia de gasactya que esta enzima la
transforma en un analogo no metabolizable (Uetkial., 1996). Asi, se pueden
seleccionar las células que han eliminado el cageteonfiere resistencia a kanamicina
y la enzima galactoquinasa (posibles mutantes ldeida)de las que no lo han hecho.

SULFATO DE COBRE (Panreac)

Adicionado a los medios de cultivo en un rango a&centraciones desde 0,02-2 mM,
permitié identificar el efecto de este metal sativersos mutantes de delecion tanto en
medio sélido como liquido, asi como el estudio xigresion de varios genes mediante
el uso de fusiondsicZ.

NITRATO DE PLATA (0,05 mM) (Panreac)

Utilizada en el estudio de inhibicion de CorE poragente mimético del Cumediante
el seguimiento de expresiéon de la fusiboB-lacZ en la cepa JM51BZY.

BATOCUPROINA DISULFONATO SODICO (0,05 mM) (Sigma)

Agente quelante especifico de cobre en su estadoid®, fue utilizado en el estudio de
inhibicién de CorE por Cu

ASCORBATO (1 mM) (Sigma)

Utilizado en exceso con relacion a la cantidad wléate® de cobre en el medio de
cultivo, permite incrementar la proporcion de cote@ucido. Utilizado en el estudio de
inhibicion de CorE por Cu

PEROXIDO DE HIDROGENO (Sigma)

Utilizado en una curva de crecimiento para deteamal efecto de un tipo de estrés

oxidativo sobre el mutante de delecién pande, en un rango de concentraciones desde
0,01-0,05 mM.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1.3. SOLUCIONES Y TAMPONES

Tabla 3.1. Soluciones y tampones

Tampones/ Soluciones

Composicion

BB, tampodn

Depurinizacién, solucién para Southern b

Desnaturalizacion, solucion para Souther
blot (Sambrook y Russell, 2001)

Lisis, solucion para preparaciéon de ADN
cromosomico

Maleico, tampdén

Neutralizacion, solucién para Southern bl
(Sambrook y Russell, 2001)

PBS 1X
Reactivo de bloqueo 10%
Reactivo de bloqueo para Western blot

Solucién de bloqueo 1X para deteccién ¢
fosfatasa alcalina

Solucién de desarrollo del color

Solucién de equilibrado |
Solucién de equilibrado |l

Solucion de lavado para deteccidén con
fosfatasa alcalina

Solucién de prehibridacion e hibridacion

Solucién de transferencia

Solucién tincién geles SDS-PAGE |
Solucién tincion geles SDS-PAGE I

Tris-HCI pH 7,5: 20 mM; MgGt 2 mM; BSA
0,25 mg/mL; DTT 0,5 mM; Glycerol 15%
(v/v); KCl1 40 mM

|dtCl: 0,25N

nNacCl: 1,5M; NaOH: 0,5M

Tris-HCI pH 8: 10 mM; EDTA: 1 mM; NacCl:
350 mM; SDS 2%(p/v)

NaCl: 150 mM; Aido Maleico pH 7,5: 100 mM

pfcetato Sodico pH 5,5: 3M

NaCl 137 mM; KCI 2.7 mM; NsHPO, 10 mM:
KH,PO, pH 7.4: 2 mM

10g del reactivo (Roche) en 100 mL de tampén
maleico

5% leche desnatada; 0,02% azida sédica en
PBS

nRilucion 1:10 del reactivo de bloqueo en
tampén maleico

200uL de la solucién de NBT/BCIP d8IIG
DNA Detection and Labeling Kit en 10 mL de
tampon de deteccidn

2X SSC; 0,1% SDS

0,1X SSC; 0,1% SDS

3% (p/v) Tween 20 en tampdn maleico

DIG Easy Hyb (Roche)

Tris-HCI: 0,025 M; 0,15 M (glicina; 20¢
metanol (pH 8,1-8,4)

25% Isopropanol; 10% &acido acético gla
0,003% azul Coomassie
10% Isopropanol, 10% acido acético glacial;
0,003% azul Coomassie
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Solucién tincion geles SDS-PAGE |lI

Solucién tincién geles SDS-PAGE IV
SSC 20X (Sambrook y Russell, 2001)
TAE 1X (Sambrook y Russell, 2001)
Tampon de carga 5X para SDS-PAGE

Tampdn de carga 5X para electroforesis
ADN (Sambrook y Russell, 2001)

Tampodn de carga LB
Tampon de deteccion con fosfatasa alcal

Tampon de dilucion

Tampon de electroforesis SDS-PAGE

Tampon de electroforesis Tris-Glicina

Tampdn PK 10X
Tampon Z

TBE 0,5 X(Sambrook y Russell, 2001)
TBS 1X

TBST 1X

TE 1X (Sambrook y Russell, 2001)

TM, tampdn

10% &cido acético glacial; 0,003% ¢
Coomassie

10% acido acético glacial

NaCl 3M; Citrato Sédico pH 7,0: 0,3M
Tris-acetato : 40 mM ; EDTA pH 8: 1 mM
Tris-HCI pH 6,8: 125 mM; DTT: 250 mM; 5%
(p/v) SDS; 0,25% (p/v) azul de

bromofenol; 25% (v/v) glicerol; DTT: 250
mM; 5% (p/v) SDS

jézul de Bromofenol: 0.25% (p/v); Xileno
Cianol 0.25% (p/v); Glicerol 30% (p/v)

Tris-HCI pH 7,5; 0,25% (p/v) azul de
bromofenol; 25% (v/v) glicerol

nkis-HCI: 0,1M; NaCl: 0,1M; MgGl pH 9,5:
50 mM

TBST 1X; 1% (p/v) leche desnatada en polvo

Tris 25 mM; glicina 192 mM; 0.1% (p/v) SDS

Tris 25 mM; glicina 200 mM; pH8

Tris-HCI 400 mM; MgC} 100 mM; DTT 50
mM; BSA 0,5 mg/mL

NaHPQ, pH 7,0: 100 mM; KCI 10 mM;
MgSQO, 1 mM, B-mercaptoetanol 50 mM

Tris-borato : 45 mM ; EDTA pH 8: 1 mM
Tris-HCI 20 mM; NaCl pH 7,5: 140 mM
TBS 1X; 0,1% (v/v) Tween-20

Tris-HCI pH 7,4: 10 mM ; EDTA pH 8: 1 mM

Tris-HCI pH 7,6: 10 mM ; MgS@ 1 mM

Tampones generales: lavado, resuspension y lisis

Tampén TM
Tampon TE

Electroforesis de ADN
TAE 1X
TBE 0.5X
Tampon de carga 5X

Southern blot
Solucién de despurinizacion
Solucién de desnaturalizaciéon
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Solucion de neutralizacion

SSC 20X

Solucion de prehibridacién e hibridacion
Tampdn maleico

Solucion de equilibrado |

Solucion de equilibrado |l

Solucion de lavado

Solucién de bloqueo

Tampon de deteccion

Solucion de desarrollo del color

Purificacion de proteinas
Preparacion de extractos: Tris-HCl pH 7,5 20 mM
Purificacion de proteinas: Tris-HCI pH 7,5 20 mMa@ 0,5M e imidazol 250 mM

Electroforesis de proteinas en SDS-PAGE
Tampon de electroforesis SDS-PAGE
Tampon de carga 5X

Tincién de geles de proteinas
Solucion |
Solucion 1l
Solucion 1l
Solucion IV

Western blot
Solucion de transferencia
PBS 1X
Reactivo de bloqueo

TBS 1X
TBST 1X

Tampon de dilucidn
Tampon de deteccion
Solucién de desarrollo del color

Retardo en la movilidad electroforética (EMSA)
Tampdn BB
Tampon de electroforesis PAGE
Tampon de carga LB
Tampon PK

Determinacién de actividadp-galactosidasa
Tampon Z
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3.1.4. MATERIAL PARA BIOLOGIA MOLECULAR

3.1.4.1. VECTORES Y PLASMIDOS (ver también Apéndice; Tabla A.2)

pBJ113 (Julien et al., 2000): 5 kb, derivado de puUC118. Util para obténcide
mutantes de delecion en fase. Contiene el gen dsistencia a kanamicina del
transposén Tn5 (1,3 kb) y el gealK deE. coli (1,5 kb) que confiere sensibilidad a
galactosa.

pET200/D-TOPO (Invitrogen): 5,74 kb. Vector de expresion Utirgpaobreexpresion
de proteinas recombinantesrncoli. Marcador de resistencia a kanamicina; cola de 6
residuos de histidina fusionada en el extremo Whteal de las proteinas expresadas
con él (permite purificacion de proteinas recomhiesa mediante cromatografia de
afinidad en columnas de agarosa-niquel).

pET-24a(+) (Novagen): 5,3 kb. Vector de expresion util pacbreexpresion de
proteinas recombinantes &ncoli. Marcador de resistencia a kanamicina; posibilidad
de obtener proteinas recombinantes con cola desiéuces de histina en extremo C-
terminal y cola T7 en extremo N-terminal, s6lo en@nguna.

pKY481 (Cho y Zusman, 1999a): 8,3 kb. Empleado para Iatooccion de fusiones
transcripcionales y/o traduccionales entre el lged de E. coli y un gen diana cuyo
perfil de expresién es desconocido. Marcador destesgia a kanamicina; una vez
integrado en el genoma, la expresion de la enZingalactosidasa dependera del
promotor del gen diana fusionado.

pUC10 (Inouye, 1990): 4,2 kb. Utilizado para obtenerwattor derivado de pUC19
con resistencia a tetraciclina. Fragmento Sall dd kb que codifica para un gen de
resistencia a tetraciclina.

pUC19 (Vieira y Messing, 1982): 2,69 kb. Utilizado paslatener un vector derivado
con resistencia a tetraciclina. Confiere resisgea@mpicilina.

pALECBIlac (Extremera-Ledn, A.L:)9,1 kb. Empleado en la obtencion de las cepas
JM51ECBIac ¢opB-lacZ en JM51EIF). Marcador de resistencia a kanamicina.

PALECzC1,2 y 3y pALECus1,2 y3(Extremera-Ledn, A.L:)9,1 kb. Empleados en el
estudio de la regulacion de diversos genesqudt (obtencion de fusiondacZ para los
genesczcl, czc2, czc3, cusl, cus?2 y cus3 en AcorE). Marcador de resistencia a
kanamicina.

3.1.4.2. OLIGONUCLEOTIDOS

En este apartado se recogen las secuencias déooeb@&mpleados durante la
realizacion de esta Tesis Doctoral para diversascrenes de amplificacion por PCR
(clonacién de fragmentos, mutagénesis dirigidayeseciacion...). Las secuencias se
presentan en orientacion—s3', con sitios para enzimas de restriccion resadtash
negrita y subrayado cuando los posean, y sélo gathos en el caso de los nucleétidos
adicionados para efectuar clonaciones en el vepEr200/D-TOPO. Todos los
oligonucledtidos fueron suministrados por la casaearcial Sigma- Genosys.
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Tabla 3.2. Oligonucledtidos utilizados en estedistu

D

AMPLIFICA ’
NOMBRE SECUENCIA O ANILLA EN ... APLICACION
LcsCK CTGGTACCTTCGGGCGCGTGGACGTGG Fragmento hacia o o e deleciin an
LcsCB2 TGGGATCCATGCTCCGCCGCGTCAGCG cuoC (CuoCT) Ea?ZCmJOg)pBJMC“OC (mutante de delecion en fas
LcsCE CTGAATTCTGCTCCCCCTTCCCCTGGC Fragmento hacia o
LcsCB GTGGATCCCACCTCGGACGAGCTGCGC cUoC (CuoC2)
LcsCB4 CGGGATCCATTCCGGGGCGCAACCAGTC Dentro del genuoC | Plasmido pKY481-CuoC (Junto con LesCK)EC-
lacZ)
LCSBBAM?2 CTGGGATCCATGGTGGTGTGTCCTCTC Fagnenohadadl [ §
LCSBXBA CGGICTAGAGCACGGCGGTGGAGCTGGAG UB(CuoB1) P;?ZCmu'gg)pBJMCUOB (mutante de delecion en fas
LcsBEco CCCGAATTCACTCGGGCTCCTGCCGGCTTG Fragmento hacia o P
LcsBBam GGAGGATCCCAATCCGGACGTGCGCTTTG cUOB (CUoB2)
LcsBKpn CG@GGTACCCCGTGGCCGAAGCCGAGAAC Fragmento hacia el [~
LcsBBamA CTGGATCCATGGTGGTGTGTCCTCTCA cuoB 9" | Plasmido pKY481-CuoBo{ioB-lacz)
LcsBOp ECFR TAATGGTCGATGACCGCGTTG corE §
LcsBOp OMF AGTCCTTGAAGGCCCGTTACG XAN 3424 Coexpresion deuoB por RT-PCR
LcsBOp OMR AGGAGTTGCTCCAGCGCCGAG -
LcsCOp LcsCR GTGGACTCGACCGTTGTAGCC cuoC §
LcsCOp OMF CTGTCTCTGGAGTTGCCCATC XAN 3451 Coexpresion deuoC por RT-PCR
LcsCOp OMR CATCCAGTAGTCGCGGACGGC -
CorEcTOPOT CACCATGAGCGACATGAATCAGGE corE Plasmido pETTOPOCorE (Expresion heterdloga de
CorEcTOPOTr TCATGCCTTCGCGCTCCC LCorE)
LcsBECFK GTTGGTACCATCCGAAGCGTCCGCGCG Fagnenohedael[ §
LcSBECFB ATGGGATCCATGCCGTTCAGGTACAGGG corE(CorE ) Pﬁzggﬂg) PBJ11SCOrE (mutante de delecion en fase
LcsBECFB2 GGAGGATCCGGGCTGCGGGAGCGCGAAGG Fragmento hacia o g
LcsBECFH CCTAAGCTTGCGGCCGGGGAAACGCTCCC corE (CorE2)
CorElacZBamR ATGGATCCATGCCGTTCAGGTACAGGGAC Alinicio decorE | Plasmido pKY481-CorE (Junto con LcSBECFKIE-

lacZ)




D

ECFmutW5r TAGGATCCGAAACCTCCAACTGTTTCTTG Fragmento hacia el
ECEmMutW5sf CCGGTACCATTCCCATGAAGGGCGGAAAG ?gtzgnmglngZelaCorE Plasmido pBJ118CorEcrd (mutante de delecion en
- (C%rEcrdl) fase para la region CRD de CorE)
ECFmutWa3f CGGGATCCATGACCTGACCGCGGCTCC Z;?g&%”;?é‘:f;a el
ECFmutWa3r GGAAGCTTCTCCTCCCACGTCCTGCC region CRD de Corf
(CorEcrd2)
F5’AraCKpn GAGGGTACCCCGCGAATGCGGTCAACTGG Ff?gmenéf}galda el | Plasmido pBJ11&AraC (mutante de delecion en fase
R5'AraCBam CGTGGATCCATAGTCTATGTCCGTCGCG G0 | paraaraC)
- Plasmido pKY481-AraCgfaC-lacz)
F3'AraCBam TACGGATCCTACGTAGCGAGCCACATGAC Fragmento hacia el | Plasmido pBJ118AraC(mutante de delecion en fase
e extremo el gen
R3'AraCPst CCGCTGCAGGGATGATTCATCTGGTCGGC araC 9" | paraaraC)

D5263- UpstreamF
D5263- UpstreamR

CCGGTACCGGGAGCGCTGCTGTTCACC
CCGGATCCATCGCGGTGCATCAGCGGG

Fragmento hacia el
extremo 5'
MXAN_5263

Plasmido pBJ1185263 (mutante de delecion en fase
para MXAN_5263)
Plasmido pKY481-526 (526[acZ)

A

D5263-DownstreamF
D5263- DownstreamR

GCGGATCCACTGTAACCGGGGCCCAGGC
GACTGCAGCCTCGGTGGTGCTCATGGC

Fragmento hacia el
extremo 3'
MXAN_5263

Plasmido pBJ1185263(mutante de delecién en fase
para MXAN_5263)

MXAN_3426FSeq
MXAN_3426RSeq

CGTGCGCTTTGGTTGATGGC
CTCCGCGCGGCTTGGCTG

Regién que engloba
cork

SecuenciararE a partir del genoma de Myxococcus

CorEDownstreamBam

RCAGGGATCCATGTCGCTTTGGAGCCGCGG

Fragmento hacia el
extremo 3' del gen
corkE

Plasmido pNGO0O (Con primer LcsBECFK)
(Introduccién decorE en JM51EBZY y base para
mutagénesis dirigida de CorE)

OarKpn
pKY481Bam

ACGGGTACCGTTCCCTGGACGCGAGCCTC
TTCGGATCCATACCAGACCCCTCCAAGGTG

Fragmento hacia el
extremo 5' d@ar

Plasmido pNG06 y pNGO&drE bajo el control del
promotor deoar)

CuoB.NdeForward
CuoB.BamReverse

CACACCCATATGGACCGCAGACAGTTCATTC
CCTGGATCCTCAACCAAAGCGCACGTCCG

cuoB

Plasmido pNGCuoB24a (Expresion de CuoB en
pET24a sin cola de Histidina)

3422EMSA265F
3422EMSA265R

CGCGTGCCGAGGGCTGAGC
GCCCGCGAGCTAGCGGGTC

265pb por delante d
MXAN_3421

eSonda radiactiva para EMSA con hCorE

CorEpUC10.1F

CCEGATCCCATGAGCGACATGAATCAGGG

CorEpUC10.1R

GCBAGCTTTCATGCCTTCGCGCTCCCG

GencorE

Plasmido pNGO06aprE bajo el control del promotor d
oar)

1%

CorEC181AF
CorEC181AR

CAGTTGGAGGTTTCGGCCGGTACGTGCGCCTC

GAGGCGCACGTACCGGCCGAAACCTCCAACTG

corE

Plasmido pNG181 (Mutar en CorE Cys181 a Ala)




CorEC184AF TTCGTGCGGTACGGCCGCCTCGCACGGC corE Plasmido pNG184 (Mutar en CorE Cys 184 a Ala)
CorEC184AR GCCGTGCGAGGCGGCCGTACCGCACGAA

CoreEC189AF CGCCTCGCACGGCGCTCTGGACTGCACG corE Plasmido pNG189 (Mutar en CorE Cys 189 a Ala)
CorEC189AR CGTGCAGTCCAGAGCGCCGTGCGAGGCG

CorEC192AF CGGCTGTCTGGACGCCACGTGCGCGACG corE Plasmido pNG192 (Mutar en CorE Cys 192 a Ala)
CorEC192AR CGTCGCGCACGTGGCGTCCAGACAGCCG

CorEC194AF TCTGGACTGCACGGCCGCGACGCAGGGC corE Plasmido pNG194 (Mutar en CorE Cys 194 a Ala)
CoreEC194AR GCCCTGCGTCGCGGCCGTGCAGTCCAGA

CorEC206AF GGCCGGGGGCGCCGGGAGCGCG corE Plasmido pNG206 (Mutar en CorE Cys 206 a Ala)
CorEC206AR CGCGCTCCCGGLCGLLCCeeaEee

CorEHisTagBamF GCGGGATCCTCATCATCATCATCATCATGGTAT corE Plasmido pNGO05 y pNGO8 (expresion de hCoriven
CorEHisTagPstR GCTOACTGCAGTCATGCCTTCGCGCTCCCGC xanthus)

CorEDownstreamSalR

CAGICGACATGTCGCTTTGGAGCCGCGG

Fragmento hacia el
extremo 3' del gen
corE

Plasmido pNGO03 (Con primer LcsBECFK)
(Introduccién de&orExcrp €n JIM51EBZY)

SeqSDM

GGTACATGACGATGGGGCAGG

cuoB

Secuenciar region interna de productos de PCRsen
reacciones de mutagénesis dirigida (una vez
secuenciados con los cebadores universales pUGF
y pUCRev)

la
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3.1.4.3. REACTIVOS

Las casas comerciales que suministraron los veactutilizados para las
técnicas de Biologia Molecular fueron las siguiente

Ambion: DNA-fred™.

Amersham Pharmacia Biotech Membrana de nylorlybond™-N* para transferencia
de ADN (Southern blot).

Applied Biosystems Polimeras@mpliTaq Gold".

Bio-Rad: Bio-Rad Protein Assayara determinar la concentracion de proteinasose
moleculares estandares de proteinas para SDS-PAGE.

Biosinth AG: X-Gal.
Fermentas Fosfatasa alcalina de gamba y polinucle6tido agan

GE Healthcare: Columnas HisTrayHP para purificar proteinas con colas de histidina.
Columnasillustra ProbeQuant G-50 Micro Columngara purificar AND marcado
radiactivamente de nucle6tidos marcados no incacdus.

Invitrogen:m Sistema de clonacién y expresiopET200/D-TOPO vectSry
Superscript | RNasaHReverse transcriptase.

Millipore : Filtros VSWP02500 para didlisis de muestras y bramas PVDF
Immobilon -P para la transferencia de proteinas (Western blot).

Promega (Biological Research Products) Wizard® Plus SV Midipreps DNA
Purification Systenpara aislamiento de DNA plasmidico a mediana astdizard®
Genomic DNA purification Kipara extraccion de DNA cromosémico. IPTG.

Roche Molecular Biochemicals Endonucleasas de restriccion, seroalbumina bovina
(BSA), lisozima, ARNasa, ADN ligasa del bacteriagdag4, desoxirribonucledtidos,
High Pure” PCR Product Purification Kitpara purificar fragmentos de ADN
sintetizados mediante PCRijgh Pure Plasmid Isolation Kipara el aislamiento de
ADN plasmidico a pequefia escatigh Pure RNA Isolation Kipara la extraccion de
ARN, DIG Easy Hyb Granulegomo solucion de prehibridacion e hibridaciiG
DNA Detection and Labeling Kipara marcaje de sondas de ADN y revelado de
hibridaciones, marcadores de peso molecular de Malkecular Weight Marker lly

VIII.

Serva Agarosa, acrilamida, bis-acrilamida y azul Coosigls

Sigma (Molecular Biology Reagents)N,N,N",N’-tetrametiletilendiamina (TEMED),
persulfato amonico, fenilmetil sulfonil fluoruro N5F), benzamidina, bolas de vidrio
para la sonicacion de muestras, dietilpirocarbof@iPC),o-Nitrofenol (ONPG) y la
mayoria de reactivos utilizados en la preparaceésaduciones y tampones.

Stratagene:Pfu Ultrd® HF
Takara: ADN polimerasa Hot St&rUltra.

Whatman: 3MM Chr Chromatography Paper
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3.1.4.4. INSTRUMENTACION

INCUBACION DE CULTIVOS

HT: Agitador orbitalinfors AG

MMM Medcenter GmbH : Estufa refrigerad&riocell 222

MMM Medcenter GmbH : Estufalncucell

New Brunswick Scientific Co. Inc: Agitador orbitalGyrotory® Shaker-Model G2

ELECTROFORESIS Y TRANSFERENCIA DE PROTEINAS

Biometra: Biometra Fastblot fast semi-dry blottipgra transferencia de proteinas
Bio-Rad: Fuente de alimentacioRower Pac 300sistema de electroforesis vertical
Mini-Protearf’ 3 Celly cubetas para electroforesis vertical

Cosmo Bio Co. Ltd: Sistema ultracompacto de electroforesis horizdvitapid-2°

Jordan Scientific Co: Cubetas de electrofores{Sel-o-Submarine Electrophoresis
Systems

Pharmacia: Fuentes de alimentacid@iectrophoresys Power SupgigPS)600y 3500
Sigma: Cubetas para electroforesis vertical

CENTRIFUGAS

Beckman: Centrifuga refrigeradavanti™ 30, rotores F0850 y F3602

Eppendorf: Centrifuga refrigerad@entrifuge 5415 R

DuPont Instruments: Centrifuga refrigeradsorvall® RC-5B Refrigerated Superspeed
Centrifuge rotor GSA

ELECTROPORACION

Bio-Rad: CubetasGene Pulsét Cuvette E. coli Puls&Cuvette, 2mm gap y de 1 mm
y sistema de electroporaci@ene Pulser Xcéll' electroporation System

BANOS

Heto Lab Equipment: Bafio termostéatico DT
P Selecta BafiosPrecisdigy Precisterm
Thermolyne: Bafio de bloque$ype 17600 Dri-Bath

OTROS

Bio-Rad: Secador de gele§&el Dryer 583 transiluminador con tratamiento de
imagenes (Quantity ON8) Gel Doc XR System termocicladorMJ MINI Personal
Thermal Cycler

Crison: pHmétro GLP 22

Hansatech :Oxigrafo

Hausser Scientific:Camara de recuento Petroff Hausser 3900

Hewlett Packard: EscanerHP Scanjet 8300

Misonix Inc.: SonicadoMicroson™ Ultrasonic Homogenizer XL2007

Olympus: Camara fotografica digital mode@amedia-5060 Wide Zoom

57



3. MATERIAL Y METODOS

RoveBloc: Selladora térmica FUTURA-Jr.

Sartorius: balanzaPT 10y balanza de precisid®P 61S

S.B.S. Instruments:Agitador orbital AOS-O

Spectronic Instruments: Espectrofotometr&pectronic 20D+

Stuart Scientific: Horno de hibridaciomybridisation Oven/Shaker SI 20H

Thermo Electron Corporation: arcén de -80°Corma -86C ULT Freezer

Varian: Espectrofotometr&ary 50 Conc UV-Visible Spectrophotometenectado a
un ordenadoPC Pentium Il

Wild Heerbrugg: Lupa M8

Zeiss Microscopio electrénico de transmision TEM902

3.1.5. BASES DE DATOS Y SERVIDORES

ESPript 2.2 Alineamientos. (http://espript.ibcp.fr/ESPriptidgn/ESPript.cgi)

ExXPASYy: Identificacion y caracterizacion de proteinasviexanthus Comparacion de
homologia frente a proteinas depositadas en ladeadatos (BLAST y BLASTP).
(http://expasy.org/tools/blast/)

Myxococcus xanthus DK 1622 Genome PageGenoma d&/. xanthus
(http://cmr.tigr.org/tigr-scripts/CMR/GenomePagé?ogg=gmx)

NPS@ (Network Protein Sequence AnalysisPesarrollo de alineamientos frente a
otras  proteinas  (Clustalw y  MULTALIN). (http:/Inppail.ibcp.fr/icgi-
bin/align_clustalw.pl) y (http://prodes.toulousearir/multalin/multalin.html)

PDB (Protein Data BanK): Base de datos donde se encuentran depositadosasodel
tridimensionales de proteinas cristalizaqhgp://www.rcsb.org/pdb/)

PFAM, TIGR y PROSITE : Identificacion de dominios presentes en proteinas
(http://pfam.sanger.ac.uk), (http://blast.jcvi.avgb-hmm/),
(http://www.expasy.ch/tools/scanprosite/).

Pubmed Busqueda de informacién bibliografica y de secisn aminoacidicas de
proteinas depositadas en la base de datos. BLA®NPsecuencias completas de
genomas (para ver si existe sintenia). (http:// wweli.nlm.nih.gov/sites/entrez) y
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/Iproks.cgi).

Science Direct, I1SI Web of knowledg®' y SCOPUS: Blisqueda de informacion
bibliografica.(http//www.sciencedirect.com/), (htfprww.accesowok.fecyt.es/wos/) y
(http://www.scopus.com/home.url).

SOSUI, SignalP 3.0 Server y TatP 1.0 ServerPrediccion de péptido sefial.
(http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/),  (http://wele.dtu.dk/services/SignalP/) vy
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TatP/)

WebLOGO: Esquema de alineamientos en funcion de la consérvale residuos.
(http://weblogo.berkeley.edu/)

xanthusBase Base de datos acercalexanthus(http://www.xanthusbase.org).
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3.2. METODOS

3.2.1. CULTIVO DE MICROORGANISMOS

3.2.1.1. CEPAS DE E. coli

El crecimiento de esta bacteria se llevé a cabmedios LB o SOC (este ultimo
en el caso del crecimiento tras choques térmicesigral crecimiento en medios
selectivos). Las condiciones mas usuales de crectmifueron 37°C y 200 rpm. El
cultivo en medio solido se llevé a cabo en mediocbB de Bacto-agar (Difco) al 1,5%
sembrando en estria o con espatula de Driglaskgnd®ufue necesario, los medios
fueron suplementados con ampicilina, kanamicitetraciclina, asi como con X-Gal.

Para la conservacion de cepadgdeoli, 0,8 mL de cultivo liquido mezclado con
glicerol al 20% (p/v) fue congelado en alicuota8GC.

3.2.1.2. CEPAS DE M. xanthus
Crecimiento vegetativo

Esta bacteria fue cultivada en medio CTT liquid#08C y 300 rpm. En el caso
de cultivos en medio solido se adicion6 Bacto-d@aico) al 1,5% y se incubaron a
30°C, sembrando en estria, gotas de cultivo coramBnto sobrecapa en medio
semisolido. El medio CTT se utilizé para el cre@nido vegetativo de las bacterias en
todos los casos. En el caso de cepas portadorafusittnes lacZ se adiciond
kanamicina. En el de cepas portadoras de plasnudosmutaciones puntuales para
CorE, sobreexpresidn vivode CorE o expresidin vivo de CorE con cola de histidina
en el extremo N-terminal, se adiciond tetracicliBate medio también se utiliz6 para
obtener extractos de la bacteria correspondieritese@miento vegetativo a partir de
medio solido suplementado con cobre.

Para conservar cepas Ne xanthuslas células fueron conservadas a -80°C en
alicuotas de 1 mL con glicerol al 20% (p/v).

Ciclo de desarrollo

La induccién de formacion de cuerpos fructificanfesra estudiar el fenotipo o
la expresion de genes mediante el uso de cepaadpoms de fusionekcz, se
desarrollé en el medio pobre en nutrientes CF.idraid de cultivos en medio CTT
liquido, las células se concentraron asg@e 15 en gotas de 10 o20segun el caso,

y se incubaron a 30°C. Este medio presenta unaepagcantidad de nutrientes que
permite varias etapas de division celular antesqae se desencadene el ciclo de
desarrollo.
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3.2.2. PREPARACION  DE ~ MUESTRAS  PARA MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE TRANSMISION

Las células fueron cultivadas en medio CTT liquydoconcentradas en tampon
TM a una DQgo de 15. Se cultivaron en medio CTT o CF con lasataristicas
indicadas en cada experimento (ver Resultados,4Flg. y 4.16), siendo incubadas a
30°C durante 72 h.

Las posteriores etapas de tratamiento y obsemvad# las muestras fueron
realizadas en el Centro de Instrumentacién Cieatifle la Universidad de Granada
siguiendo un tratamiento similar al utilizado pomuéfler y Dworkin (1991): Las
muestras fueron fijadas con glutaraldehido al 2g®%tampon cacodilato 0,1 M (pH
7,4) durante 2 h a 4°C. Seguidamente, se sometgeBolavados de 15 min cada uno en
tampodn cacodilato 0,1 M (pH 7,4). A continuacidmerbn postfijadas con tetroxido de
osmio (OsQ) al 1% durante 2 h y posteriormente deshidratad@s gradientes
crecientes de etanol (50, 70, 90 y 100%), manteni¢ais muestras 15 min en cada uno
de ellos. Una vez deshidratas, se infiltraron ea orezcla 1:1 de etanol absoluto y
resina Epon durante 2 h (en agitacion) y finalmeseténcluyeron en resina pura Epon
durante un dia. Tras llevar a cabo un proceso tmerizacion a 60°C, se realizaron
cortes semifinos de una micra que fueron tefildost@loidina (para observacion de las
muestras a microscopia oOptica) y cortes ultrafides 500-700 A utilizando un
ultramicrotomo Ultracut E, que fueron tefiidos coatato de uranilo y citrato de plomo
para su observaciéon a MET.

La observacién de las rejillas que contenian lasstnas se efectué utilizando un
microscopio electrénico de transmision Zeiss TEMa@D KV.

3.2.3. PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES Y
ELECTROCOMPETENTES

3.2.3.1. Obtencién de células competentes de E. coli

Mediante el tratamiento con Cals paredes celulares se hacen permeables, lo
que permite que el DNA penetre desde el medio mextal interior celular cuando las
células se someten a un choque térmico.

Se tomd un cultivo liquido en medio LB &e coli durante la fase exponencial
de crecimiento (Dgo= 0,5-1). Se centrifugd un volumen determinado @34@m, 10
min a 4°C. Las células precipitadas fueron resuigaa en 1xvolumen deMgSQ,
previamente enfriado, e incubadas 15 min en higladp. Se centrifugé nuevamente en
las mismas condiciones y se resuspendieron en @Eren de CaGl50 mM; Tris-
HCI 10 mM pH8, también previamente enfriado. Inadsm15 min en hielo y repetido
el tratamiento anterior (centrifugacion y resuspiEr)s se resuspendieron en
0,05xvolumen de Cagl50 mM, Tris-HCI 10 mM pH 8, y glicerol al 20% (p/v
Finalmente, las células competentes obtenidasruemartidas en alicuotas de @0y
conservadas a —80°C hasta su uso.
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3.2.3.2. Obtencién de células electrocompetentes de M. xanthus

Las células se crecieron en medio liquido CTT a&€30<300 rpm., hasta que
alcanzaron una Déy = 0,5-0,6. Para cada electroporacion se tomo L, 8earcultivo en
un tubo eppendorf estéril y se centrifugd a tentpesiaambiente durante 2 min a 10000
rpm. A continuacion, se realizé un lavado de célatan 1 mL de agua Milli®estéril a
temperatura ambiente y finalmente se resuspendaratOul de agua MilliQ estéril,
de modo que la densidad celular fuera aproximadeedm 1,5x10 células/mL. Estas
células, listas para ser transformadas por elemtagpn, debian ser utilizadas
inmediatamente.

3.2.4. INTRODUCCION DE ADN EN CELULAS DE E. coli Y M. xanthus
3.2.4.1. E. coli. TRANSFORMACION MEDIANTE CHOQUE TERMICO

Este método (Hanahan, 1983) se utilizo para tramsfioE. coli con plasmidos
qgue presentan un origen de replicaciéon y un marcadelaesistencia a antibiotico. Para
ello, una alicuota de células competenteg.deoli se mezclé con 1-10 ng de plasmido
y se mantuvo en hielo durante 30 min. A contindiaclas células se sometieron a un
choque térmico manteniéndolas durante 90 s a 42%S.el choque, se recuperaron las
células afiadiendo 0,4 mL de medio SOC o LB sirbaitico y se incubaron durante 1
h a 200 rpm de agitacion (si la muestra utilizagarsezcla de ligacion) o durante 30
min (si la transformacion se habia llevado a caba plasmido purificado para
replicarlo), para permitir el reinicio de la actlad metabdlica y la expresion del
caracter de resistencia al antibidtico conferido gdgplasmido. Finalmente, las células
se sembraron en medio LB sélido suplementado coangbidtico para el cual el
plasmido conferia resistencia.

3.2.4.2. M. xanthus. ELECTROPORACION

Se siguio6 el procedimiento descrito por Kashedflartzell (1995). A las células
electrocompetentes d#&l. xanthus se les adicioné6 1lug de ADN plasmidico,
previamente dializado durante 30 min en un fiNilipore. La mezcla se transfirié a
una cubeta de electroporaciBnlsef Cuvettede 1 mm de ancho y las células fueron
electroporadas bajo las siguientes condicione®& R\ 400Q; 12.25 kV/cm; 25uFd,
con una longitud de pulso de 8,6-9,5 ms. Répidaenesat recuperan las células
afladiendo 1 mL de CTT liquido sin antibidtico yriuetransferidas a un tubo de vidrio
estéril que contenia 1,5 mL de medio CTT sin adtitd, de manera que 2,5 mL
resultantes se incubaron de 6 a 8 h a 30°C y 3®0de agitacion (para permitir la
expresion del marcador seleccionable). Finalmealfeyotas de distintos voliumenes
fueron mezcladas con 4,5 mL medio CTT semisélidembradas en medio CTT solido
con el antibiético correspondiente (kanamicina tatéclina). Estas placas fueron
incubadas a 30°C hasta la aparicion de colonid$ @ias).
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3.2.5. MANIPULACION DE ADN
3.2.5.1. EXTRACCION DE ADN CROMOSOMICO DE M. xanthus

El aislamiento de ADN cromosOmico a partir diféesncepas dml. xanthusse
consiguié mediante la utilizacién del kit de pwiftion de Promega\izard® Genomic
DNA purification ki}. A partir de 2 mL de cultivo crecido en medio Cliquido con
una DQoo de 1 aproximadamente que fue centrifugado a veldciaxima en una
microcentrifuga de mesa, se rompieron las céluladacsolucién de lisis proporcionada
por el kit. Después, se procedié a la separaciparificacion del ADN cromosomico,
tras degradar el ARN con ARNasa y eliminar lasgirats mediante precipitacion con
sulfato amonico. El material genético obtenido eshilraté para su precipitacion con
isopropanol y fue lavado con etanol al 70%, paralfhnente ser rehidratado en 30-100
uL de TE.

3.2.5.2. EXTRACCION DE ADN PLASMIDICO DE E. coli

Siguiendo el procedimiento propuesto por el kitpdeificacion de plasmidos
High Pure Plasmid Isolation Kile Roche, se recogieron las células crecidas eiome
LB sdlido o liquido (suplementado con el antibidtiadecuado), y se lisaron en un
medio fuertemente alcalino que se neutralizo trasrf precipitando proteinas y ADN
genomico. Tras centrifugar, el ADN plasmidico pems@o en el sobrenadante y fue
purificado utilizando un filtro proporcionado pdrkit que poseia una matriz capaz de
retenerlo, siendo recuperado mediante elucidizamitlo tampdn TE.

3.2.5.3. AMPLIFICACION DE ADN POR PCR

El método descrito por Saikt al (1988) permite la obtencién de un elevado
namero de copias de una secuencia concreta, gesem@or una enzima ADN
polimerasa termoestable, a partir de un par demligieétidos complementarios a una
zona del ADN utilizado como molde que flanquezelgidn que se quiere amplificar.

Para clonacion de fragmentos, las parejas de cedmditilizadas habian sido
disefiadas de manera que se incorporaron sitiossthiccion cohesivos y diferentes en
ambos extremos, que permitieran una insercion tadenen el vector de clonacion o
expresion deseado (salvo en el caso excepciondh ddonaciéon de CorE en el
pPET200/D-TOPO, donde no se necesitan sitios dea&sh).

La reaccion de PCR se llevo a cabo en un volunmen die 50uL, adicionando
los siguientes componentes:

= 50 pmoles de cada cebador

» 0,2 mM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP ydTTP)
= 25ulL de tampon 2X (que contiene MgXl

* 10% de DMSO

= 25U de polimeraskot Staf’

= 15-30 ng de ADN molde (plasmidico o cromosémico)
= Agua MilliQ® hasta completar 50L
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Las condiciones de amplificacion se muestran ehalla 3.3. Las muestras
fueron sometidas a 30 ciclos de amplificacion, cada integrado por tres etapas
secuenciales: desnaturalizacion del ADN molde, idhdoion con los cebadores y
elongacién del fragmento deseado por la ADN polasar La temperatura de
hibridacion se calculo teniendo en cuenta la tetnpede fusion de los cebadores.

Los productos de PCR fueron analizados mediantetreferesis en gel de
agarosa al 0,7% o acrilamida al 5%. Cuando el ADhpldicado fue correcto, la
mezcla de reaccién se purifico con eligh Puré™ PCR Product Purification Kitle
Roche siguiendo sus instrucciones y se continuéet@noceso para el que se requeria
(digestion con enzimas de restriccion y clonacs@tuenciacion...)

Tabla 3.3. Condiciones para la amplificacion poRPC

FASE CICLOS TEMPERATURA(°C) TIEMPO(min)
DESNATURALIZACION 1 94 10
AMPLIFICACION 30

Desnaturalizacion 1 94 0,5
Hibridacion 1 45-68 1
Elongacion 1 72 2

ELONGACION 1 72 12

3.2.5.4. MUTAGENESIS DIRIGIDA

Para la introduccion de mutaciones puntuales egerlcorE, las parejas de
oligonucleotidos fueron disefiadas utilizando egpama proporcionado por Stratagene
QC (http://labtools.stratagene.com/QC). Ambos celeglcontendrian las sustituciones
necesarias para obtener la mutacién deseada, jongidud de unas 10 bases a cada
lado de esa region.

La reaccion de PCR llevada a cabo para obtenesulstituciones deseadas se
hizo teniendo en cuenta las condiciones mostradda dabla 3.4. Las muestras se
sometieron entre 16-18 ciclos de amplificacion,usege deseara la sustituciéon de un
solo aminoacido o dos, respectivamente. El voluaemeaccion final fue de 50L,
adicionando los siguientes componentes:

= 125 ng de cada cebador

= 10 mM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP y dTTP)
= 5yl de tampén 10X de la enzima Pfu UltidF

» 10% de DMSO

= 25U de polimerasBfu Ultrd® HF

= 15-30 ng de ADN molde (plasmidico)

= Agua MilliQ® hasta completar 5L

Los productos de PCR fueron digeridos con la eniimal durante 2 h a 37°C
para degradar el ADN molde de doble cadena (metiakdemimetilado), manteniendo
las nuevas copias portadoras de la mutacion degeadmetiladas). Esta mezcla de
reaccion fue finalmente utilizada para transforroalulas competentes de. coli
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siguiendo el procedimiento anteriormente descB®.llevé a cabo una extraccion de
plasmidos a pequefia escala en algunas de las a®lobienidas. Estos clones fueron
secuenciados para comprobar la introduccion deutacion deseada, y posteriormente
amplificados a gran escala para finalmente setrefgarados eiM. xanthus.

Tabla 3.4. Condiciones para la amplificagd@n PCR en el proceso de mutagénesis dirigida

FASE CICLOS TEMPERATURA(°C) TIEMPO(segundos)
DESNATURALIZACION 1 95 30
AMPLIFICACION 16-18

Desnaturalizacion 1 95 30
Hibridacion 1 55 60
Elongacién 1 68 60/kb

3.2.5.5. DIGESTION CON ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION

La digestion de ADN con endonucleasas de tipoui, ggalizan cortes en el ADN
mediante el reconocimiento de secuencias palind@Bsnpuede generar fragmentos con
extremos cohesivos o romos. Los fragmentos digeridon la misma enzima de
restriccion presentaran extremos compatibles, agibtaran el proceso de ligacion.

La digestion con una unica enzima de restriccioreakzé mediante una reaccion
que incorpora 5-10 U de endonucleasa por agdde ADN, en el tampon adecuado para
cada enzima suministrado por la casa comerciatlig@stion de ADN con dos enzimas
de restriccion se llevd a cabo de forma simultéaeaun tampdn compatible para la
actividad de ambas enzimas. En los casos en queenposible realizar la reaccion
simultdneamente por diferencias en requerimiendna [a actividad de ambas enzimas,
se digiri6 de forma secuencial con cada una de,gll@cediendo a precipitar el material
genético entre ambas digestiones. Tanto las temopasa como los tiempos de
incubacion empleados para las reacciones de digefsteron los indicados por la casa
comercial (generalmente 37°C durante 2 h).

3.2.5.6. LIGACION DE ADN

La reaccion de ligacion de fragmentos de ADN fatlzada por la enzima
ADN ligasa, procedente del bacteriéfago T4. Estairea une de forma covalente,
mediante enlaces fosfodiéster, extremos compatitbeeADN (ya sean cohesivos o
romos). En general, esta reaccion ha sido utilizaata introducir diferentes segmentos
de ADN en vectores plasmidicos.

La reaccion de ligacion se llevo a cabo con 20 egettor junto con 40 ng del
fragmento a clonar, en un volumen final de 20 En esta reaccion se incorporé
tampén ligasa (con Mgy ATP necesarios para la reaccién) suministradolgpcasa
comercial y agua milli® hasta completar el volumen final. La mezcla deciéa se
incubd a 37°C durante 5 min y posteriormente sedeph hielo durante 10 min. A
continuacion, se afadié 1 unidad de ligasa y sabih@lurante al menos 16 h a 16°C.
Finalmente, esta mezcla de ligacion se utiliz6 paaasformar células d&. coli
competentes. Los transformantes positivos fuertecsienados mediante aislamiento
en medios con el antibiético al cual conferia tesisia el vector utilizado, y
posteriormente se realizaron preparaciones plasasida pequefia escala. Estos
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plasmidos aislados fueron visualizados mediantetreferesis en gel de agarosa
(teflidos con bromuro de etidio), y aquellos quesg@méaban un incremento en tamano
adecuado fueron sometidos a analisis de restricEidrdeterminados casos, ademas, se
procedidé a secuenciar los plasmidos para confimmaencia de mutaciones indeseadas.

En aquellos casos en que no se conseguia cloreagetento de ADN en el
vector deseado, se incremento la proporcion detmmsen respecto al vector.

3.2.5.7. DESFOSFORILACION DE ADN

Para hidrolizar los grupos fosfato en posiciordé&'ADN de doble cadena se

utilizé fosfatasa alcalina de gamba siguiendo takcaciones de la casa comercial (10
min a 37°C seguido de inactivacion durante 20 miBb%C). Esta reaccion es muy
utilizada en la desfosforilacién de vectores pampadir su recircularizacion (sobre todo
cuando se trabaja con enzimas de restriccion gman extremos romos o cuando se
lleva a cabo la digestiébn con una Unica enzimaedgiccion), e incrementar la tasa de
clonacion. En el desarrollo de esta Tesis Docteealitilizé para la construccion de un
plasmido con resistencia a tetraciclina derivadgpd€19 (para insertar el casete de
resistencia al antibiético) y para desfosforilapebducto de PCR que seria marcado
radiactivamente para el experimento de EMSA.

3.2.5.8. MARCAJE RADIACTIVO DE UN FRAGMENTO DE ADN

Tras amplificar por PCR, purificar y desfosforiedrfragmento de ADN que va a
ser posteriormente utilizado como sonda en expetwmsede EMSA, se procedié al
marcaje radiactivo. Para ello se utiliz6 la poliedtido quinasa de T4 (MBI Fermentas)
y [y-*?P]dATP, de manera que la enzima incorporara fosfieaccado radiactivamente
en cada extremo 5' del ADN de doble cadena obterudw producto de PCR.

La reaccién se llevo a cabo en un volumen finab@@L, con 5uL de tampon
PK 10X, 10 U de polinucleétido quinasa,us de [y-*P]dATP (4500 Ci/mmol; 10
mCi/mL) y al menos 200 ng del ADN a ser marcadd.@opmoles). Pasada 1 h de
incubacién a 37°C se detuvo la reaccion durantaifa 65°C, y la mezcla de marcaje
se paso a través de unas columnas proporcionadd@Eptlealthcare para separar el
ADN marcado de los nucleétidos no incorporadosyisigdo las instrucciones de la
casa comerciail{ustra ProbeQuant G-50 Micro ColumpsSe determino el nimero de
cuentas por min (cpm) antes y después de pasauéstra por estas columnas para
determinar la eficiencia del marcaje en el labaratde analisis radiactivo (LAR) de la
Facultad de Ciencias (Universidad de Granada)izamilo un contador de centelleo
Beckman Coulter, LS 6500. Finalmente se utilizdeereaccion para el ensayo de union
proteina-ADN una cantidad de sonda equivalent® ald, (1,8 ng de sonda con 265pb-
13000 cpm).

3.2.5.9. SECUENCIACION AUTOMATICA DE ADN
El ADN fue secuenciado en el servicio técnico dep@rtamento de Genética de

la Universidad de Granada. El procedimiento utilizae basé en la técnica descrita por
Sangetet al. (1977) modificada.
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En cada reaccion de secuenciacion se utilizaroB08ea 600 ng de ADN puro
como molde y 5 pmol de oligonucleétido en un volarfieal de 20uL. La polimerasa
empleada fueAmpliTad” FS (capaz de incorporar eficientemente los ddNTPs
terminadores marcados con fluorescemigDye " constituyentes del ki\Bl PRISM
BigDye'™ Terminator Cycle Sequencing Ready ReadtierPerkin Elmer Biosystems).
El equipo utilizado para la secuenciacion estalnattaido por el secuenciaddBl 373
XL Stretch DNA sequencele Applied Biosystems y el termocicladBE 9600de
Perkin Elmer, en el que se llevo a cabo la reacadamante 25-50 ciclos de
amplificacion.

3.2.5.10. ELECTROFORESIS DE ADN

La separacion de fragmentos de ADN en funcién depeso molecular se
consiguio mediante electroforesis, basada en laaci@n diferencial de estas moléculas
durante su desplazamiento a través de una matfiingra por la accion de un campo
eléctrico, migrando del polo negativo al polo pgeeidebido a las caracteristicas de estas
moléculas. Durante este estudio se han realizaddipios de electroforesis utilizando
diferentes matrices:

3.2.5.10.1. Geles de Agarosa

Utilizada cuando se pretendia discernir entrenfiexgjos de ADN con tamafos
comprendidos entre 0,5 y 25 kb. Se utilizaron gele agarosa al 0,7 % en tampoén
TAE 1X en los que se cargaron las muestras (pradieion de tampdn de carga 5X
para electroforesis de ADN), y se sometieron a ampo eléctrico en un tanque
horizontal con el mismo tampdén TAE 1X.

Las electroforesis se realizaron generalmente a \LO0@urante 25-30 min,
utilizando el sistema ultracompacto de electroisré®rizontalMupid-2°. Cuando se
pretendia purificar un fragmento de ADN del gel algarosa o analizar el ADN
cromosomico mediante Southern blot se utilizarolegg@reparativos, empleando la
cubeta de electroforedizel-o Submarine electrophoresis Syst@uns$o con la fuente de
alimentacionElectrophoresis Power Supp{iEPS 600, desarrollando la electroforesis
durante toda la noche a 15-25 V (en funcion delfeonde los fragmentos). En todos
los casos, el marcador de peso molecular utiliZadcADN del fago digerido con la
enzima de restriccion HindlIMolecular Weigt Marker Ide Roche).

Una vez finalizada la electroforesis, el gel fu@de con bromuro de etidio (0,5
pg/mL en 1X TAE) durante 10 min. Este compuestorgercala entre las hebras de
ADN y permite la observacion de fragmentos conrdiiee movilidad electroforética
cuando el gel es expuesto a luz ultravioleta, mdile identificar tamafio y
concentracion por comparacion del lugar de migraeiintensidad de fluorescencia con
el marcador de peso molecular utilizado.

3.2.5.10.2. Geles de Acrilamida

La electroforesis de ADN en geles de acrilamiddlesgd a cabo para separar
fragmentos de peso molecular inferior a 0,5 kbeEdesarrollo de esta Tesis Doctoral,
esta técnica ha sido empleada principalmente andaisis de productos de RT-PCR y
en el estudio de la union de CorE al ADN (EMSA)raPallo, se utilizaron geles de
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acrilamida:bisacrilamida (29:1) al 5%. Los compdeen asi como los volumenes,
utilizados para 50 mL fueron:

Acrilamida 29:1 8,0 mL
H,O MilliQ® 36,28 mL
Tris-Glicina 10X o TBE 0,5X 5,00 mL
Persulfato amoénico10% 00
TEMED 0,02 mL

Tras su polimerizacion, el gel fue transferido ra tanque de electroforesis
vertical que contenia tampon Tris-Glicina (para EY1S TBE (para RT-PCR),
desarrollandose la electroforesis a voltaje comstér00 V) durante 60-90 min. El gel
fue secado durante 60-90 min utilizando un secddageles a 80°C, y posteriormente
los fragmentos separados durante la electrofores@s observaron mediante
autorradiografia por exposicion de una peliculadaifica sobre el gel dentro de un
casete metélico sellado en oscuridad y manteni@0%C (para minimizar la dispersiéon
de la radiactividad emitida). Esta pelicula fueetada en oscuridad tras 1, 2 o 3 dias de
exposicién (dependiendo de la actividad del isOtogdiactivo en el momento del
ensayo).

Cuando se utilizo este tipo de electroforesis palbaervar fragmentos no
marcados radiactivamente, el gel fue teflido cormbro de etidio en las mismas
condiciones que en la electroforesis de agarosd,nyarcador de peso molecular fue
una mezcla de ADN del plasmido pUCBM21 digerido dépall y del ADN del
plasmido pUCBM21 digerido con Dral y HindIMglecular Weigt Marker Vllide
Roche).

3.2.5.11. AISLAMIENTO DE ADN DE GELES DE AGAROSA

La técnica de electroelucion fue empleada paestdmiento de fragmentos de
ADN de mas de 0,5 kb a partir de una mezcla obéeoamo producto de digestiones
con enzimas de restriccion o de PCRs inespecifizaslectroforesis se llevd a cabo en
un gel preprativo de agarosa como se ha descrggonente. La separacion de los
fragmentos fue verificada mediante una breve tmciél gel con bromuro de etidio y
observacion con luz ultravioleta. A continuaciéacerto la porcion de gel que contenia
el fragmento de ADN a purificar y se introdujo emaumembrana de dialisis
(previamente tratada y conservada en frio en e@n®0%) lavada con agua MillfQ
cerrada por un extremo con una pinza y llenadataapon TBE 0,5X. Tras introducir
la porcion de gel, se elimino la mayor cantidadigesde tampodn y se sell6 el extremo
opuesto con otra pinza, sin que quedasen burbajag@ en el interior de la membrana.
La membrana sellada con la porcion de gel en etiortse introdujo en un tanque de
electroforesis horizontalupid-2° con tampén TBE 0,5X y se electroeluyé el ADN en
oscuridad durante una hora a voltaje constante Y)0@as lo que se dio un pulso con
polaridad invertida de 30 s para separar el ADNademembrana, caso de encontrarse
parcialmente adherido. Finalmente se extrajo totddampdn del interior de la
membrana de didlisis y se purifico con elligh Puré™ PCR Product Purification Kit
de Roche, comprobando el resultado de la operaclanconcentracion del fragmento
purificado en un gel de agarosa.
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3.2.5.12. HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

La deteccion de secuencias especificas de ADN mieded empleo de sondas
marcadas con DIG_dUTP (desoxiuridina trifosfatodana digoxigenina) implica un
proceso que comprende cuatro etapas: 1) transfardat ADN a filtros de nylon; 2)
prehibridacion de los filtros portadores del ADNadio; 3) hibridacion de las
membranas con la sonda marcada; 4) deteccion devpssmediante el uso de un
anticuerpo antidigoxigenina conjugado con fosfatdsalina.

3.2.5.12.1. Southern Blot

La transferencia de ADN a filtros de nylon se dlevcabo siguiendo la técnica
descrita por Southern (1975) basada en la tramsfierede acidos nucleicos
desnaturalizados desde un gel de agarosa a uneaggtido. EI ADN cromosémico a
analizar fue digerido con alguna endonucleasa steiageiéon que generara fragmentos
con un tamafo facilmente identificable, en los sg@ncontraria la secuencia a detectar
posteriormente mediante hibridacion con una sosgadfica.

Estos cromosomas digeridos fueron utilizados pkesar a cabo una
electroforesis en gel preparativo de agarosa, guaipé tomar una fotografia junto a
una regla para identificar posteriormente el tamadéidas bandas que apareciesen, por
comparacion con las bandas del marcador de pesculai utilizado. A continuacion,
el gel fue sometido a una serie de lavados enca@ita temperatura ambiente:

Solucién de depurinizacion (3 min)
Solucion de desnaturalizacion (15 min)X2
Solucién de neutralizacion (30 min)

2X SSC (5 min al menos)

Para efectuar la transferencia, se prepard unaefmiogde contenia 20X SSC.
Sobre ella se coloco una placa de cristal en ladgpseansaban tres piezas de papel
Whatman 3MM, previamente humedecidas con 20X S%Ctatl modo que ambos
extremos del papel estuviesen sumergidos en eldiaropntenido en el recipiente. A
continuacion, se colocé el gel y sobre éste sé siha membrana Hybond Nle un
tamafio ligeramente superior, que previamente rsthéasumergida en agua MillfQy
posteriormente en 2X SSC. Sobre este montaje sesi@on tres piezas de papel
Whatman 3MM del mismo tamafio que la membrana, haméds en 2X SSC. Por
altimo se depositaron servilletas de papel seassfueron sustituidas periédicamente y
permitian la subida de la solucion 20X SSC de tadbm hacia ellas, produciéndose la
transferencia del ADN desde el gel hasta la menabrBara asegurar la transferencia,
sobre las servilletas de papel se colocé un pesmde 500 g y se mantuvo asi durante
una noche, tras lo que se recupero el filtro (sefik sobre él el contorno del gel).

Esta membrana fue lavada en agitacion durante h0emi2X SSC y secada a
temperatura ambiente, para finalmente fijar el AN membrana mediante incubacion
a 80°C durante 2 h. Este filtro fue reservado hastauso en los procesos de
prehibridacion e hibridacion con una sonda especifiarcada con digoxigenina.

3.2.5.12.2. Marcaje de sondas de ADN con digoxigenina

Utilizando un fragmento especifico de ADN, ampéfio por PCR, purificado y
desnaturalizado para su uso como molde en la sirteshebras complementarias por
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parte del fragmento Klenow de la ADN polimerasapBeivo la sonda empleada en la
hibridacién especifica de &cidos nucleicos. Pregidgm al marcaje de la sonda, la
concentracion de la misma fue comprobada medideter@foresis en gel de agarosa al
0,7%. Para el marcaje se utilizé el RitG DNA Labeling and Detection Kide Roche
Molecular Biochemicals. En presencia de hexanudes$tque hibridan al azar con el
ADN molde y afiadiendo una mezcla de dNTPs con DUIR] que es incorporado
como media cada 20-25 nucledtidos del nuevo ADNesmado, las sondas fueron
obtenidas tras 2-12 h de incubacién a 37°C.

Para llevar a cabo esa reaccion, en un volumer® gé 8e marcaron de 10 ng a
3 ug de ADN en presencia dep2 de la mezcla 10X de hexanucleotidogil2de la
mezcla 10X de dNTPs que contiene el DIG_dUTP (1 deMIATP, 1 mM GTP, 1 mM
dCTP, 0,65 mM dTTP, 0,35 mM DIG_dUTP, pH 7,5) y 2l&J polimeras&lenow La
reaccion de marcado fue detenida adicionandb de EDTA 0,2 M pH 8,0 y el ADN
marcado fue precipitado afiadiendqu2 de LiCl 4 M y 60uL de etanol absoluto,
incubando a -80°C durante al menos 30 min. Tragiftegar en frio durante 15 min, se
realizo un lavado con etanol al 70%, centrifugagi@iminacion del etanol, tras lo que
se dejo secar al aire la sonda. EI ADN marcadoréseispendido en tampén TE y
mantenido hasta su utilizacion a -20°C.

3.2.5.12.3. Prehibridacion-Hibridacion de Filtros con ADN

Tras la fijacion del ADN, las membranas fueron kdetidas en 2X SSC e
incubadas en solucion de prehibridaciy Easy Hybde Roche a 42°C, durante al
menos 2 h en un horno de hibridacion. Para espm @ta prehibridacion se utilizaron
entre 8 y 15 mL de soluciéon de prehibridacién, encion del tamafio del soporte
utilizado para introducir la membrana.

A continuacion se procedié a hibridar la membreoa una sonda especifica.
Esto se llevé a cabo en el mismo horno, incubanidsseembranas a 42°C durante una
noche. La solucion de hibridacion fue la misma lguge prehibridacion a diferencia de
gue en esta ocasion siempre se utilizaron 8 mloligign, a los que se le adicionaron
de 40 a 200 ng de sonda marcada previamente heturdate 10 min para lograr su
desnaturalizacion, y enfriada en hielo antes deiseorporada a la solucion de
hibridacion. Tras la incubacion, los filtros fuertavados a temperatura ambiente dos
veces durante 5 min con la solucién de equilibdagootras dos veces con la solucion
de equilibrado Il durante 15 min cada vez, paraielr toda la sonda no unida
especificamente.

3.2.5.12.4. Deteccion de Fragmentos de ADN Hibridados
con Sondas Marcadas con Digoxigenina mediante Reaccion
con Fosfatasa Alcalina

Este procedimiento se realizé siguiendo las indbcess del protocolo presente
en el kitDIG DNA Labeling and Detectiode Roche Molecular Biochemicals, para
realizar la deteccion inmunoldgica de fragmentosAB® a los que se ha unido una
sonda marcada con DIG_dUTP. Todas las incubacigndavados descritos a
continuacion fueron efectuados en agitacion a teatpe ambiente. La membrana fue
sumergida 5 min en tampon de lavado e incubadantiur20 min en solucion de
bloqueo 1X, tras lo que se incubd durante 30 mim foerte agitacion en 50 mL de
solucion de bloqueo 1X a la que se habian afadiqgd. Fdilucion 1:10000) de
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anticuerpoanti-DIG-AP (anticuerpo policlonal ovino antidigoxigenina caggulo con
fosfatasa alcalina). Tras esta incubacion, la man#fue lavada dos veces durante 15
min cada vez en tampon de lavado (para eliminaketso de anticuerpo no unido a la
sonda marcada) y el filtro fue equilibrado 5 minanmenos 20 mL de tampd6n de
deteccion. Por dltimo, la membrana fue incubadaauncion de desarrollo del color
(NBT/BCIP) en oscuridad, en una bolsa de plastcmosellada. Como consecuencia
de la reaccion enziméatica originada por la fostatakalina, la formacién de un
precipitado violeta indicé la presencia de ADN céenpentario a la sonda utilizada.
Cuando el precipitado coloreado alcanzé la inteksideseada, la reaccion se detuvo
lavando la membrana en agua MiffiCEl filtro se sec6 al aire y se escane6 para ebten
una imagen de las bandas reveladas.

3.2.6. MANIPULACION DE ARN
3.2.6.1. EXTRACCION DE ARN

Las extracciones de ARN se llevaron a cabo utitipael kit High Pure RNA
Isolation Kit (Roche), con las precauciones necesarias requepdasla facil
degradacion que sufre esta molécula por contantinasicon ARNasas (por tanto todo
el material y soluciones utilizadas para estedgrdn tratadas con DEPC al 0,1% (v/v)
a excepcién del agua MillfQ a la que se le adicion6 al 1% (v/v), manteniéados
durante 1 h a 37°C, o bien durante toda la no¢cemperatura ambiente).

Las células fueron cultivadas a 30°C y 300 rpm edionCTT liquido hasta
alcanzar una Dg, de 1. A continuacién, se recogieron 3 mL de caltipor
centrifugacion a 10000 g durante 10 min y tempeas@unbiente, se realizé un lavado en
tampdén TM y se concentraron nuevamente las céulad mismo tampon a una Ryda.
de 15. Una vez obtenida la muestra, ésta fue aagmgiiendo las indicaciones del Kkit:
lisis en un medio fuertemente desnaturalizante radiagion del ADN celular con
ADNasa libre de ARNasa (kibNA-fred™ de Ambion), y purificacién del ARN celular
utilizando un filtro con una matriz capaz de uhiABN de forma selectiva, eluyéndose
posteriormente en un volumen de0Ocon agua libre de ARNasas.

3.2.6.2. RT-PCR

Esta técnica fue utilizada para generar ADNc ddedohdena a partir de ARN,
utilizando un oligonucleétido complementario a weauencia de interés y la actividad
de la enzima transcriptasa inversa.

Se utiliz6 el kitSuperScript” Il Reverse Transcriptasge Invitrogen, donde se
mezclaron Jug de ARN purificado con 2 pmol del cebador y 0,5 midlcada uno de los
dNTPs hasta alcanzar un volumen final deuPOEsta mezcla se calenté a 65°C durante
5 min, se enfrid otros 5 min en hielo y se afaditampon de la enzima 1X y DTT 10
mM, volviendo a calentar a 42°C durante 2 min. lrieate, se incorporaron 200 U de la
enzima SuperScript Il RNasa H Reverse Transcriptaseubandose la reaccion a 42°C
durante 50 min. Una vez obtenido el ADNc, la enzgaanactivd por calentamiento de
la muestra a 70°C durante 15 min, y los productesRd-PCR fueron analizados
mediante electroforesis en gel de acrilamida al 5%.
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Una vez se habia obtenido el ADN complementar®R cuyo oligonucledétido
utilizado anillaba en él, se procedié a amplifiger PCR una region que permitiera
identificar qué genes habian sido cotranscritoelemismo ARNm, utilizando como
molde 2uL de ADNCc y siguiendo el procedimiento descritoetrapartado 3.2.5.3. de
esta seccion. Un esquema de este proceso se prregie Resultados, Fig. 4.7.

3.2.7. TECNICAS PARA EL ESTUDIO DE PROTEINAS
3.2.7.1. OBTENCION DE PROTEfNAS RECOMBINANTES

Para conseguir este fin, el primer paso necesaritener el gen de la proteina
deseada en un vector de expresion. En el transderssta Tesis Doctoral dos han sido
los vectores de este tipo utilizados: pET24a(+EY POPO. En ellos se han introducido
los genescuoB y corE respectivamente, como se indica en los apartadh$.y y
4.4.6.1. Una vez conseguidos estos plasmidos,aesaio realizar una inducciéon de la
sintesis de proteinas para obtener gran cantidd@sdmismas, y preparar los extractos
celulares para finalmente proceder a la purificagi@ CuoB y CorE con una cola de
polihistidina en el extremo N-terminal (hCorE).

3.2.7.1.1. Induccion de Proteinas Recombinantes con IPTG

Células deE. coli de la cepa BL21(DE3) Stat fueron transformadas con los
plasmidos de expresidn cuyos genes estan bajonélotae la ARN polimerasa del
fago T7, que a su vez esta bajo el control del ptomlacUV5. La utilizacion de este
sistema permite obtener el producto de expresibgateclonado en los vectores de la
serie pET como una proteina fusionada a una, dosguna cola de 6 histidinas en el
extremo N y/o C-terminal. La presencia de estadidmss facilita la posterior
purificacion de la proteina recombinante mediantematografia de afinidad en
columnas de agarosa-niquel.

El cultivo transformado se adicion6 a 50 mL de metB fresco con
kanamicina, y se incubd a 37°C y 200 rpm de aditabasta alcanzar una ygentre
0,5-0,8. En este momento, el cultivo se mantuvarmterl5 min a la temperatura éptima
de induccién para cada caso antes de adicionar #uUia concentracion final de 0,1-1
mM. Es en este instante cuando tiene lugar la midoc la ARN polimerasa del
bacteriéfago T7 es tan selectiva y activa que mamiente todos los recursos de la
célula hospedadora son destinados a la expresiogedediana. Tras la adicion del
IPTG, el cultivo se incubd durante el tiempo ydmperatura adecuados, de acuerdo
con las condiciones Optimas de expresion estalsle@d cada caso.

3.2.7.1.2. Preparacion de Extractos Proteicos Inducidos

En el caso de la purificacion de CorE fue sufi@esitprocesamiento de 1 L de
cultivo por obtenerse un alto rendimiento de induty estar la mayoria de la proteina
CorE en la fraccion soluble. Este cultivo inducam IPTG 0,1 mM durante 6 h a 37°C
fue recogido por centrifugacion a 10000 g durarBieniin a 4°C y posteriormente
congelado a -20°C hasta la ruptura de las célalasensa francesa. Para ello, en primer
lugar se adicioné una mezcla de ADNasal (10 pg/mlextracto), MgGl(5 mM) e
inhibidores de proteinas (leupeptina y antipaind gg/mL de extracto) al cultivo
anteriormente centrifugado y resuspendido en TG$-20 mM pH 7,5. Las células
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fueron rotas pasando el cultivo dos o tres vecesipa prensa francesa a 9000 psi (~
612 atm o 62 MPa). Tras este proceso se obtierextmacto proteico crudo formado
por una mezcla de proteinas celulares entre lasegucontraba la proteina inducida
(fraccion total). Este lisado se centrifug6 a 13@@urante 30 min a 4°C para separar la
fraccion insoluble (precipitado) de la fraccionudmé (sobrenadante). Esta uUltima se
repartio en diferentes alicuotas para conservark0°C hasta el momento de llevar a
cabo el proceso de purificacion mediante cromattagde afinidad.

3.2.7.1.3. Purificacion de Proteinas Recombinantes

La purificacion de hCorE recombinante se llev@abacmediante cromatografia
de afinidad en una columna HisTFAdP suministrada por GE Healthcare, en el centro
ITQB de la Universidad Nova de Lisboa, durante wstancia realizada en el
laboratorio de la Dra. L.O. Martins. Esta columraatp cationes metalicos de niquel
capaces de retener de forma selectiva a proteartdpras de colas de histidina, como
ocurre en este caso con hCorE. La capacidad de deidas proteinas a la columna es
dependiente de la concentracién de imidazol, quimlaetenidas a concentraciones
bajas y siendo eluidas al incrementar su concedtrac

Todo el proceso de purificacion se llevd a cabaemperatura ambiente,
utilizando un sistema de cromatografia liquida ltee r@solucion o FPLC (Akta-FPLC;
Amersham Biosciences). Las soluciones utilizadagsta sistema fueron preparadas
con agua millid, filtradas y degasificadas con una bomba de vdwiante al menos 30
min. Las columnas HisTrdfHP con 1 mL de lecho fueron equilibradas con 5
volumenes de Tris-HCI 20 mM pH 7,5 y cloruro sodibé M e imidazol 30 mM a un
flujo constante de 1 mL/min, teniendo en cuentar#acion de presion indicada por la
casa comercial para la columna. A continuacionise pasar todo el extracto por la
columna a flujo constante de 0,2 mL/min, y se mamthasta que dejaron de pasar
proteinas no unidas a la columna. El siguiente pasaealizar un gradiente lineal con
imidazol para eluir las proteinas (30 mM-250 mM)raflujo constante de 0,5 mL/min,
utilizando dos tampones idénticos al de equilibyashm de ellos con una concentracion
de imidazol de 250 mM. Volumenes de 1 mL fueronasapos por un colector de
fracciones, y las alicuotas cuya deteccion a 28(ndino presencia de proteinas fueron
posteriormente analizadas mediante electroforeflS-BAGE y tinciéon con azul
Coomassie. La columna fue lavada con un tamponattanconcentracion de imidazol
(0,5-1 M), separada del aparato de FPLC y consareadetanol al 20% (v/v) antes de
su almacenamiento a 4°C. Las fracciones con hQ@Em unidas y concentradas por
ultrafiltracion mediante centrifugacion utilizandma membrana con un limite de
exclusion de 10 kDa. Finalmente, la proteina fugldgada en Tris-HCI 20 mM pH 7,5
y parte de ella se transfiri6 a una membrana mealirestern blot para realizar una
inmunodeteccion, tras lo que se midié su conceidimag se conservo en diferentes
alicuotas con glicerol al 15% a -80°C.

3.2.7.2. ELECTROFORESIS EN GELES DESNATURALIZANTES (SDS-PAGE)

La electroforesis en geles desnaturalizantes cDS® Permite separar las
proteinas presentes en un extracto en funcién deeso molecular, siendo mayor la
migracion en el gel cuanto menor es el tamafio dprdéeina. Estos geles estan
formados por la polimerizacibn de mondmeros delamitda, generando cadenas
lineales entrecruzadas entre si por mondmerossderidamida. Una vez desarrollada la
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electroforesis, la tincion del gel se realiza méiido azul Coomassie, que forma
complejos fuertes aunque no covalentes con laseipad. La cantidad de este
compuesto que se une a las proteinas es propdreite@oncentracion de las mismas,
dando la intensidad de color observada una idéa centidad de proteinas presentes en
la muestra.

Estos geles estan compuestos por dos porcionesdiferenciadas, que deben
ser preparadas secuencialmente. La porcion infedenominada gel separador,
representa la fraccion donde se producira la sejar&lectroforética de las proteinas
presentes en la muestra analizada en funcion gessumolecular, siendo tefiida al final
del proceso. La porcion superior o gel concentractmistituye la zona donde se
producira la concentracidén de proteinas conteredasl extracto, para que se produzca
una separacion homogénea de las mismas en elpgeader partiendo todas del mismo
punto. En este trabajo todos los geles SDS-PAGEados estaban compuestos por un
gel separador al 17,5% de acrilamida junto con eh apncentrador al 5% de
acrilamida:

Tabla 3.5. Composicion de los geles SDS-PAGE atilis en este estudio

COMPONENTES GEL SEPARADOR (mL) GEL CONCENTRADOR (mL)
30% Acrilamida 11,7 1,67
1% Bisacrilamida 1,47 1,3
1M Tris-HCI 6,7 (pH 8,7) 0,688 6,8)
10% SDS 0,2 0,1
Agua Milli Q® - 6,28
10% Persulfato amoénico 0,067 0,050
TEMED 0,0067 0,005

Los componentes de la solucién fueron mezcladasiesigo el orden en que
aparecen en la Tabla, e inmediatamente despu@saticion del persulfato aménico y
TEMED la mezcla correspondiente al gel separadervertida entre dos placas de
cristal hasta que su nivel se situé a 2-3 cm detldoA continuacién, se adiciono
suavemente agua Mill®para eliminar posibles burbujas, mantener himédeley
crear una superficie lisa y sin menisco. Una vez &jgel separador polimerizo se retird
el agua que se habia incorporado y se adiciono dacla del gel concentrador
colocando finalmente el peine que daria forma gptwsllos en el gel para cargar las
muestras. Tras la completa polimerizacion de l&iporsuperior, el gel se transfirid a
un tanque vertical conteniendo tampon de electesferSDS-PAGE, y se cargaron las
muestras tras ser hervidas durante 10 min en tami@@arga 5X. La electroforesis se
realiz6 a amperaje constante (30 mA), hasta qaewdlde bromofenol salié del gel al
tampodn de electroforesis.

3.2.7.3. TINCION DE GELES SDS-PAGE CON AZUL COOMASSIE

Finalizada la separacion electroforética de lastgimas, los geles fueron
incubados de modo secuencial en agitacion y a textype ambiente, en cuatro
soluciones con diferente proporcion de acido aségjiacial para llevar a cabo su
tincion (ver Tabla 3.1). De este modo, el gel setmna en la solucion | durante una
noche, 8 h en la solucion Il y de nuevo toda leheoen la solucién lll. Finalmente se
introdujo en la solucién IV para desteiiir las zodasde no habia proteinas en el gel y
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aumentar asi el contraste. En este paso, paréddata eliminacion de exceso de azul
Coomassie, se introdujo una esponja de 2cm aprademante de diametro que
absorbiera el colorante. Los geles fueron secado® apel Whatman 3MM a 80°C
durante 3 h en un secador de geles.

3.2.7.4. DETECCION DE PROTEINAS MEDIANTE WESTERN BLOT

La proteina recombinante hCorE expresada a pativettor pET200/D-TOPO
porta una cola de histidina en la regién N-termilafjue permite su deteccion mediante
el empleo de anticuerpos especificos Anti-His. Pasta deteccion fue necesario
transferir las proteinas a un soporte sélido airpde un gel SDS-PAGE mediante
Western blot y llevar a cabo una inmunodetecqgd@dn colorimetria. Este procedimiento
se llevd a cabo también para detectar la expres@mCorEin vivo en respuesta a
diferentes concentraciones de sulfato de cobregalada por un promotor constitutivo.

La transferencia de proteinas a una membranaegé # cabo siguiendo el
procedimiento descrito por Burnette (1981), utilida un aparato de transferencia semi-
seca y membranas de difluoropolivinilideno (PVDBnhan tamafio de poro de 0,45
um, capaces de retener proteinas con un peso nmalesuperior a 10 kDa. Las
incubaciones del gel y la membrana en las dististdaciones empleadas en esta
técnica fueron realizadas, salvo en los casos ersgundica lo contrario, a temperatura
ambiente y en agitacion.

Como primer paso, una vez realizada una elecas®rSDS-PAGE con las
muestras a analizar, la porcion de gel separaderirfaubada durante 30 min en
solucién de transferencia. Mientras tanto se ptepaa membrana de PVDF con un
tamano ligeramente superior al del gel, sumerginelo metanol absoluto durante 15 s
y lavandola durante 2 min con agua MiffiQA continuacién, se incub6 en solucién de
transferencia durante 5 min.

Una vez tratados gel y membrana se procedio alaj@para llevar a cabo la
transferencia. Sobre la placa correspondiente & positivo del dispositivo de
transferencia se depositaron cuatro piezas de p¥patman 3MM del mismo tamario
gue la membrana, previamente humedecidas en soldeifransferencia. Sobre ellas se
depositd la membrana de PVDF y, a continuacionsie® el gel separador. Otras
cuatro piezas de papel Whatman 3MM del mismo tantpi® la membrana fueron
depositadas finalmente habiendo sido igualmente edesidas en la solucion de
transferencia. Por ultimo se coloco la placa cpoediente al polo negativo del
dispositivo de transferencia y ésta se realiz8ar0d/cnf durante 90 min.

Para comprobar la eficiencia de la transferen@damembrana fue incubada
durante 5 min en la solucion de transferencia visegnente tefiida con una solucién de
Rojo Ponceau (5%) y acido acético (1%) durante i, tnéas lo que se lavo con agua
MilliQ ® hasta visualizar las proteinas y anotar las pmsési de los pesos moleculares
presentados por el patron utilizado. Para destedinpletamente la membrana, se
utilizé una solucién de NaOH 0,1 N y finalmenteriambrana se incubé con el reactivo
de bloqueo a 4°C durante toda la noche en agita€iés lavar la membrana tres veces
durante 5 min cada vez con la solucion de lavadopsxedid a realizar la
inmunodeteccion.
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3.2.7.5. INMUNODETECCION POR COLORIMETRIA DE PROTEINAS CON
COLAS DE HISTIDINA

Para detectar la proteina fijada a la membrana/iid-Pésta se incubd durante 2
h en tampon de dilucion con el anticuerpati-His G-AP (ya que la cola estaba
fusionada en el extremo N-terminal) conjugado amsidtasa alcalina. A continuacion,
el filtro se lavo 4 veces durante 5 min cada vdizahdo solucién de lavado, y una vez
mas durante 5 min en TBS para eliminar los reswge@tergente, tras lo que fue
equilibrada durante 10 min en tampon de deteccnalmente, para efectuar el
revelado, la membrana se incub6 en una bolsa ddgadermosellada que contenia la
solucion de desarrollo del color (NBT/BCIP) y semao en oscuridad. Como
consecuencia de la reaccion enzimética se form&ampuesto violeta unido al
anticuerpo ligado a la proteina con la cola de dtida region N-terminal. Cuando el
precipitado coloreado alcanzé la intensidad desdadaaccion se detuvo lavando la
membrana en agua Milli®Q

3.2.7.6. DETECCION DE hCorE In Vivo

Para determinar la expresion de hCorE por céldées. coli en un momento
determinado se siguid la siguiente estrategia: esadizO un cultivo celular en
condiciones control y otro en el que se sometid¢asrcélulas a algun tratamiento (en
nuestro caso, presencia de sulfato de cobre). Esitigsos fueron incubados por un
tiempo determinado y recogidos bien por centrifiljaga partir de medio liquido),
bien con ayuda de una espatula (a partir de meitido}. A continuacion, las células
fueron resuspendidas en tampon TM con una mezdlehdedores de proteasas (PMSF
y benzamidina), sometidas a sonicacion (22,5 kHantrifugadas a 13000g durante 30
min a 4°C. De este modo separamos los restos @dulie@ nuestra proteina de interés
(en este caso hCorE, soluble en el citoplasma).v@nabtenido este extracto crudo de
proteinas, se midié su concentracion y se realiwdalectroforesis SDS-PAGE donde
se cargo en cada pocillo una cantidad idénticardeeipas (10Qug en la Fig. 4.4y
60ug en la Fig. 4.47, con hCorE sobreexpresada). [Bradectroforesis, el siguiente
paso fue llevar a cabo un Western blot (como sadiaado en apartados anteriores)
con un anticuerpo que reconozca especificamentstrauproteina de interés. Para
obtener este anticuerpo especifico hay que relipar serie de pasos que permitan,
generalmente, inmunizar a un conejo frente a ragstoteina para que produzca
anticuerpos que la reconozcan, y posteriormenkar &sos anticuerpos. En el desarrollo
de esta Tesis Doctoral se siguid una estrategidasimurante todo el proceso de
deteccion de hCorkh vivo, aunque no fue necesaria la obtencién de antiosdrpnte
a nuestra proteina, por introducirse ésta con wha de histidina en el extremo N-
terminal en una cepa d¥. xanthusportadora de una delecién pa@&E (de modo que
pudiese ser utilizado el anticuerpati-His G-AB. Dos fueron los casos en los que se
llevo a cabo la deteccion de hCarkEvivo:

3.2.7.6.1. Estudio de la Estabilidad de hCorE

Para determinar si CorE sufria degradacion dudaniecubacion de las células
en presencia de cobre, se realiz6 la siguientetremesdn: se amplificd un fragmento
por PCR utilizando como molde el plasmido pETTOP@ECq la pareja de
oligonucledtidos CorEHisTagBamF/CorEHisTagPstR (@&h2). Este fragmento, con
la secuencia pareorE con una cola de histidina en el extremo N-termihed,digerido
con las enzimas BamHI/Pstl e introducido en unmids digerido con las mismas
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enzimas de restriccion, que portaba un marcadoredistencia a tetraciclina y un
fragmento de unas 800 pb correspondiente a unarretgl genoma justo anterior a
corE (Fig. 3.1). Este plasmido fue introducido en untante de delecion pamorE
portador de una fusiécuoB-lacZ(Fig. 3.2). La proteina CorE con una cola de dhisé

en el extremo N-terminal fue detectada como sedsardo anteriormente. Se realiz6
una medida densitométrica de la intensidad de daslds reveladas para CorE con el
software diferentes Quantity Ofe El porcentaje de estas bandas se calculé tomando
como referencia (100%) una banda superior, correpote a una proteina cuya
intensidad es constante en todas las condicionésgas.

PEETOPOCorE

1:CorEHisTagBamF
2:CorEHis TagPstR

BamHI y

‘ /
Digestion
BamHI/Pstl

Ligacion

pNGO05

Figura 3.1. Construccion del plasmido pNGO5. Ekpl@o resultante porta un marcador de
resistencia a tetracilina, y el gaorE con una secuencia que codificara para una cola de
polihistidina en su extremo N-terminal, clonadof@se con un fragmento situado en el genoma
justo por encima deorE. El gencorE esté representado por un barril de color azul. Bbféo

del esquema no es proporcional al tamafio real erkall' y Tef® indican la resistencia a
kanamicina y tetraciclina respectivamente portamtadfferentes plasmidos.
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JM51EBZY

22

JMO5BZY

B2

Figura 3.2. Esquema de la construccién portaddapoepa JMO5BZY. El plasmido pNGO5 fue
electroporado en la cepa JM51EBZXc6rE cuoB-lac, y la cepa resultante JMO5BZY fue
seleccionada en medios suplementados con kanamicitetraciclina. Los genes estan
representados por barriles de diversos colorestramak en su interior el nombre de cada gen.
El tamafio del esquema no es proporcional al tamediale los genes. La delecion@eE esta
representada por un segmento azul con una linea medical. OEp: MXAN_3424lacZ: gen
lacZ de E. coli. Km®y Tef indican la resistencia a kanamicina y tetracicliespectivamente
portada por diferentes plasmidos.

3.2.7.6.2. Sobreexpresion de hCorE

En este caso, el plasmido pNGO05 fue digerido @sneinzimas de restriccion
Kpnl y BamHI y purificado (Fig. 3.3). Asimismo, un fragnto de unas 600 pb justo
por encima del geoar (Martinez-Cafiameret al, 1993), previamente amplificado con
la pareja de oligonucleodtidos pKY481Bam/oarKpn (@aB.2), fue digerido con las
mismas enzimas de restriccion. La ligacion de andiom$ugar al plasmido pNGO08, que
fue introducido en la cepa JM51EBZY, de maneralgumica copia deorE estuviese
bajo el control del promotor d&ar (Fig. 3.4). La determinacion de la sobreexpresdi®n
hCorE en esta cepa se hizo mediante Western biat se ha descrito anteriormente.
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pNGO5 BamHI

Kpnl

Digestién
Kpnl/BamHI

BamHI

Kpnl
Ligacion .

Figura 3.3. Construccién del plasmido pNGO08. Ekpi@o resultante porta un marcador de
resistencia a tetracilina, y el g@orE con una secuencia que codificara para una cola de
polihistidina en su extremo N-terminal, clonaddfase con un fragmento situado en el genoma
justo por encima dear. El gencorE esta representado por un barril de color azul. \épstr

oar: region anterior aar en el genoma. El tamafio del esquema no es propatab tamafio
real en pb. T&tindica resistencia a tetraciclina.

JM51EBZY
- 32+
pNGO08
JMO08BZY

= g

D 2@

Figura 3.4. Esquema de la construccién portaddapoepa JMO8BZY. El plasmido pNGO08 fue
electroporado en la cepa JM51EBZXc6rE cuoB-lacZ, y la cepa resultante JMO8BZY fue
seleccionada en medios suplementados con kanamicitetraciclina. Los genes estan
representados por barriles de diversos colorestrama® en su interior el nombre de cada gen.
El tamarfio del esquema no es proporcional al tamediale los genes. La delecionateE esta
representada por un segmento azul con una linea wegical. OEp: MXAN_3424tacZ: gen
lacZ de E. coli; Upstreamoar: regién anterior avar en el genoma. Khy Tef® indican la
resistencia a kanamicina y tetraciclina respectergm portada por diferentes plasmidos. Las
lineas oblicuas indican discontinuidad en el genoma
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3.2.7.7. ESTUDIO DEL RETARDO EN LA MOVILIDAD ELECTROFORETICA DE
COMPLEJOS ADN-PROTEINA (EMSA)

Esta técnica posibilita la deteccion de formadagi@ complejos proteina-ADN,
mediante la observacion por autorradiografia deathactividad desprendida por una
sonda de ADN marcada c6fP. Si la proteina a analizar presenta afinidadaeonda
marcada, la incubacion de ambos y posterior eliecesis en geles de acrilamida
(3.2.5.10.2) originard una banda con menor movilidad electé&ifoa que la sonda que
no ha sido incubada por la proteina.

Para llevar a cabo este ensayo, un fragmento antalisitio de union al
ribosoma de copB fue amplificado mediante PCR utilizando la pareja
oligonucleotidos 3422EMSA265F/3422EMSA265R (Tabla2).3 Tras purificar,
desfosforilar (apartado 3.275) y marcar radiactivamente (aparatado 3&)5se llevo a
cabo la incubaciéon en tampon BB de hCorE 500 nM,5 M de sonda marcada
radiactivamente (13000 cpm), afiadiendo un ADN cditipeen exceso (500 veces mas
que de sonda marcada), en este caso polidldC. tenmdeadas ocasiones, se adiciono
BCS (como quelante especifico de'Ca sulfato de cobre 0,1 mM. Se llevaron a cabo
reacciones control sin adicionar proteina, cob®GCS. Tras 10 min de incubacion a
30°C, las muestras fueron cargadas en un gel decpl@imida al 5% que habia sido
previamente sometido a electroforesis para elingnatquier resto que quedara en los
pocillos y permitir una distribucion homogénea de bandas en el gel. El proceso

finaliza con la deteccion de las bandas radiacto@so se describe en el apartado
3.2.5.10.2.

3.2.7.8. DICROISMO CIRCULAR

La técnica espectroscopica de dicroismo circu@D)(es un método muy
valioso a la hora de determinar estructuras seciasdde proteinas. Esta técnica se basa
en la capacidad que tienen las proteinas de dasviaaz de luz polarizada formado por
dos semihaces circulares, uno hacia la derechayhatia la izquierda. Las diferencias
en estos haces tras pasar por la muestra generagsp@ttro caracteristico para
determinadas estructuras. La estructura de héligeesenta un espectro de dicroismo
circular caracteristico, con un maximo positivo%® hm y dos minimos negativos a
208 y 222 nm (Moffit, 1956).

Para llevar a cabo este analisis, el espectroRierCel ultravioleta lejano fue
medido en un espectropolarimetro Jasco-720, utdi@aauna cubeta de cuarzo de 0,01
cm en un rango de 190-250 nm, y una concentra@@orateina de 5,M en tampon
Tris-HCI 20 mM pH7,5. Tres espectros con la praefCorE y otros tres solo con
tampodn Tris-HCI 20 mM pH 7,5 fueron determinadastarvalos de 0,2 nm.

Los datos obtenidos fueron contrastados con lostrée proteinas depositadas
en bases de datos, cuya estructura secundariadbgosaviamente determinada por
cristalografia de rayos X. Para ello se utilizGeividor DICHROWERB (Lobleet al,
2002). La calidad en la asociacion de estos param@RMSD) fue determinada con
los algoritmos CDSSTR, SELCON3 y CONTINLL, y el atgmo finalmente utilizado
para obtener una estimacion de la estructura sadande hCorE por ser aquel que
proporcionaba un valor menor de NRMSD fue CONTINLEste algoritmo,
desarrollado por Provencher y Glockner en 198lizatiln tipo de regresion para
asociar una combinacion lineal de espectros de @sigipn conocida con uno de
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composicion desconocida. En este modelo, los ddegroteinas rastreados son
aquellos que presentan una menor desviacion de NIRM®S respecto al espectro
problema, siendo utilizados soOlo aquellos que ssta) fuertemente al espectro de
nuestra proteina en cuestion (en este caso 7).

3.2.7.9. DETERMINACION DE ACTIVIDAD CUPROSO OXIDASA

El consumo de oxigeno en una reaccion de oxidgogmite determinar esta
actividad enzimatica. En el desarrollo de esta sT&ctoral, la determinacion de
actividad cuproso oxidasa se ha llevado a caboteactos celulares de la cepa silvestre
DZF1, asi como en tres mutantes de delecion paagémescuoA cuoBy cuoC
constituyendo objeto de estudio en el presentajwabnicamente los dos ultimos de
estos tres genes.

En primer lugar, fue necesario obtener extracwslares deM. xanthusque
constituirian la parte enzimatica de la reacci@akRllo, todas las cepas fueron crecidas
en 100 mL de medio CTT liquido, en un matraz Erleyen de 1 L para asegurar una
buena aireacion, hasta una §§dle 0,8-1. En este punto, las células fueron reesgior
centrifugacion, lavadas y concentradas en tamporatila D@yode 15, tras lo que 200
uL (en gotas de 2QL) fueron incubados por placa, cuyos medios solitiisian sido
preparados con o sin adicionar sulfato de cobreaskslulas fueron incubadas a 30°C y
recogidas a diferentes tiempos, cuando pasaron raceegeladas a -20°C, y
posteriormente lisadas como se ha descrito enagtaa®3.2.7.3.2, con la salvedad de
qgue el tampdn utilizado fue TM. Finalmente se deied la concentracion de proteinas
siguiendo el método descrito en el apartado sigei@re.7.10.

El ensayo de actividad enzimatica fue llevado locmediante el uso de un
oxigrafo (Hansatech), en el laboratorio MET. enzalde por la Dra. L.O. Martins,
utilizando el software Oxigraph Plus V.1.01., qeempite determinar el oxigeno disuelto
en una fase liquida. Las tasas iniciales de aetivideron calculadas a partir de curvas
proporcionadas por el oxigrafo de concentraciomxdgeno en funcion del tiempo. La
calibracion del aparato se llevé a cabo utilizaditionito de sodio. El sustrato utilizado,
Cu(l), fue ahadido a la reaccion como un compleje djbera Cu(l) en solucidn
([Cu()(MeCN)]PFs). Cada vez que se realizaba una sesion de medelgseparaba la
solucion de Cu(l) en acetonitrilo desgasificadouygado con argon. Esta solucion se
introducia en el oxigrafo para realizar las medmasayuda de una jeringa Hamilton de
0,1 mL (manteniendo la anaerobiosis), inicianddaséaccion. Las determinaciones de
actividad se llevaron a cabo con la siguiente naedelreaccion:

Acetato sodico 100 mM pH5
Acetonitrilo 5%
Extracto celular 0,1 mg/mL
[Cu(l)(MeCN)]PFs 0,5 mM

Controles s6lo con extracto celulares o sélo dmustrato también se llevaron a
cabo, y la actividad se expres6 como nmol de Quijado por min y mg de proteina
tras realizar medias con valores de seis medidasedies obtenidas a partir de dos
cultivos independientes.
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3.2.7.10. MEDIDA DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS

La concentracion de proteinas se determind medenteétodo de Bradford
utilizando el reactivoBio-Rad Protein AssaylLa concentracidbn de las muestras
analizadas se determiné frente a una curva pagdBSA, realizada simultaneamente
cada vez que se determinaba concentracion de qaeteh una muestra, para aumentar
la fiabilidad del método. Para realizar esta deit@oion se preparo una dilucion 1:5 del
reactivoBio-Rad Protein Assagn agua Milli@, y se utilizé 1 mL de esta dilucién al
que se afiadieron 0L de muestra (de concentracion conocida para egdkezcurva
patrén, o de muestra diluida para determinar seemtracion). Tras mezclar dilucién
de reactivo con muestras, se dejé incubar enti@ /8 teniendo la precaucion de que
todas las muestras fuesen incubadas el mismo tieyngm procedidé a medir a 595 nm
en un espectofotbmetro que permitia calcular l&eoinacion proteica inmediatamente
gracias a la aplicacid@ary Win UV Concentratian

3.2.8. ANALISIS DEL PERFIL DE EXPRESION DE GENES DE M. xanthus

La construccion de cepasrtadoras de fusiones entre el ¢g¥ deE. coliy un
gen deM. xanthusha permitido establecer el momento y el nivel deresion de varios
genes analizados a lo largo del ciclo de vida ¢tk lescteria, y en diversas condiciones
de crecimiento. Asimismo ha permitido determingpagel de CorE en la regulacién de
varios genes, el efecto de diversos choques cae solbre su actividad, los cambios de
expresion en genes regulados por CorE en funcibestigdo de oxidacion del cobre, y
el efecto que sobre esta proteina han causadasds/erutaciones puntuales. En primer
lugar se introduciria el plasmido portador de laido lacZ correspondiente para
posteriormente realizar un analisis cualitativo gleterminara las condiciones de
expresion y finalmente una cuantificacion del nidg expresion en términos de
actividadp-galactosidasa.

3.2.8.1. CONSTRUCCION DE FUSIONES /acZ

Para la construccion de estas fusiones se utilizéeetor pKY481(Cho y
Zusman, 1999a). Este vector posee el lgeZ de E. coli completo (cuyo producto
génico es laB-galactosidasa)lacY (que codifica para una permeasa), y un gen de
resistencia a kanamicina que permite realizar @whecsion de las bacterias que han
incorporado el plasmido. Ademas, posee un siticcldeacion multiple (MCS) que
permite clonar un fragmento de ADN en fase con @&h pcZ, de manera que
obtendremos una fusion transcripcional (si ningtimaacido de otra proteina diferente
a lap-galactosidasa es traducido finalmente) o tradueti¢si el resultado final es una
proteina de fusion), que nos permita estimar laresign del gen fusionado como
actividadp-galactosidasa, ya que esta proteina quedara bagmteol del promotor del
gen que hemos fusionado.

La construccion de plasmidos portadores de fusi@esimplico la clonacion
de un fragmento de unas 800 pb localizado delagitgeh cuya expresion se deseaba
conocer Ese fragmento fue amplificado por PCR empleandgoolcledtidos
especificos que incorporasen sitios de restrictiias en el proceso de clonaciéon en
fase (generalmente Kpeh el extremo 5' y BamHin el extremo 3'), utilizando como
molde el ADN cromosémico dél. xanthus El producto de PCR seria digerido con las
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enzimas adecuadas, al igual que el vector pKY48&Ee, yproduciria la clonacion en fase
con el gerlacZ deE. coli (Fig. 3.5).

KmR
Digestion Ligacién con
BamHI/Kpnl Kpnl producto de PCR,
MCS
pKY481 pKY481 pKY481-PCR

- j J J

Region

promotora gen a genb genc 3

pKY481-PCR

</
l

5 3

— e f— T i [ m—

pKY481-PCR

Figura 3.5. Construccion de una fusién entre un(genb) de M. xanthusy el genlacZ deE.

coli. La region amplificada por PCR queda duplicada &hproceso de recombinacion, y la
expresion del gen que codifica para la prot@hgalactosidasa (representado por una flecha
verde) queda bajo el control de la regién promotighgen que ha sido fusionado. Gen de
resistencia a kanamicina: flecha marrén; dacY: flecha roja. MCS: Sitio de clonacion
multiple.

Una vez finalizada la construccion, el plasmidabltasite seria electroporado en
una cepa deM. xanthus De este modo, la incorporacién de la construcabn
cromosoma de la cepa adecuadavilexanthusse debia producir mediante un uUnico
proceso de recombinacién, asegurando la integuddath construccidon realizada. Las
células electroporadas fueron cultivadas en medib €0lido con kanamicina, de modo
que sOlo podrian crecer las bacterias que hubiesearporado el plasmido.
Transcurridos varios dias de incubacion a 30°Qurelg de las colonias aparecidas en el
medio con kanamicina fueron seleccionadas comoupta@s positivos y analizadas
mediante Southern blot.
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3.2.8.2. DETERMINACION CUALITATIVA DE ACTIVIDAD B-GALACTOSIDASA

En este caso, los medios solidos utilizados fustpiementados con X-Gal a
una concentracion de 1@@/mL. En ellos se deposito una gota deulL@e cultivo con
la cepa deseada, concentrado a ung,§x@ 15. La aparicion de un precipitado de color
azulado en la zona donde se encontraban las céola® consecuencia de la hidrdlisis
del X-Gal por la accién de la enzinfagalactosidasa, fue indicativo del momento de
expresion de los genes analizados, mientras quedasidad del color azul permitié
establecer una estimacion acerca del nivel totakgeesion de esos genes.

En el caso del uso de placas con un gradientencontle sulfato de cobre, los
medios fueron preparados de la siguiente manerarigrer lugar se utilizaron placas
cuadradas (10x10 cm), colocando uno de los laddes lolese sobre una pipeta de cristal
de 0,5 mL (de este modo se consigue que la pldéairedinada). A continuacion se
vierte sobre ella (siempre en condiciones de dsdtl), 30 mL del medio deseado,
suplementado con la maxima concentracion que sajaicanzar del metal y X-Gal
(Fig. 3.6 A). Una vez solidificada esta capa de imeths placas son colocadas en
posicion horizontal, y se afiade una nueva capaetBon{30 mL), suplementada sélo
con X-Gal (Fig. 3.6 B). El gradiente continuo senfara por difusién vertical del metal
entre la capa inferior y la superior (Fig. 3.6 C).

A B
1imM

~0mM ~1mM

Figura 3.6. Esquema de la preparacion de placasramio de cultivo solido en el que se
alcanza un gradiente continuo entre 0 y 1 mM desutle cobre.

3.2.8.3. DETERMINACION CUANTITATIVA DE ACTIVIDAD -
GALACTOSIDASA

La cuantificacion de activida@-galactosidasa de las cepas Me xanthus
portadoras de fusiones con el dacZ deE. colise efectud siguiendo el procedimiento
descrito por Kroosgt al (1986).

3.2.8.3.1. Preparacion de Extractos Celulares

Para obtener un extracto celular de células poriadde fusionesacZ, las
bacterias fueron cultivadas en medio liquido CTh kanamicina a 30°C y 300 rpm de
agitacion hasta que los cultivos alcanzaron ungypd2 1. Las células fueron recogidas
mediante centrifugacion a 10000 g durante 10 miangperatura ambiente, lavadas y
concentradas a una [§ de 15 en TM. Posteriormente, se sembraron en Pldea
medio sélido (CTT o CF) a razdn de 2@00de cultivo por placa en gotas de 20 Las
placas se mantuvieron en incubacion a 30°C y ladasése recogieron a diferentes
tiempos, conservando las muestras a -20°C hastangtacion (22,5 kHz). Para ello, las
muestras fueron resuspendidas en gD@e tampon TM y sonicadas durante 5 min a
intervalos de 30 s para romper las membranas oetulmediante la aplicacion de
ultrasonidos. Durante la sonicacion, las muestmsnmgntuvieron en hielo. Para
posibilitar su ruptura, aquellos cultivos dondéhabia iniciado la formacion de cuerpos
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fructificantes (células crecidas en medio CF, dimpae 24 h) fueron sonicados en
presencia de bolas de vidrio (Sigma), que previdenéabian sido equilibradas en
tampon TM. Tras la sonicacion, las muestras fueentrifugadas a 13000 rpm durante
20 min a 4°C, y el sobrenadante fue transferida auevo tubo, del que se realiz6 una
dilucion para determinar la concentracion de pnaigiy se prepararon alicuotas que se
conservadron a -20°C hasta el momento de efectuanddida de la activida@-
galactosidasa, que no sobrepasaria una semanayiaradegradacion (Kirazoet al,
1993).

En el caso del experimento de la respuesta de @at= sucesivos choques por
cobre (4.4.6.3), la metodologia fue similar auncoie alguna pequefia modificacion. Las
células fueron incubadas en medio liquido del mismodo que se ha descrito
anteriormente, e igualmente sembradas en placa8,8anM de CuS@a razén de 200
uL de cultivo con una DgJo de 15, tras lo que fueron siendo recogidas mugestra
diferentes tiempos. Transcurridas 24 h de inculpacin lote de estas células fue
recogido, resuspendido en medio CTT liquido con @)@ de sulfato de cobre, y
concentrado nuevamente a §6de 15 por centrifugacion y resuspension en CTT con
0,3 mM de CuSf) para volver a ser sembrado en placas con la mismeentracién de
metal. De ambos lotes de placas (los que llevaBande incubacion y los que se habian
vuelto a sembrar) se continuaron tomando muesjuasfueron tratadas tal y como se ha
descrito anteriormente para la determinacion deridat (3-galactosidasa. Un esquema
de este disefio experimental se muestra en la 5i§.d¢ la seccion Resultados.

3.2.8.3.2. Medida De Actividad p-Galactosidasa

Para la determinacion de actividad se utiliz6 upacentracion de extracto
celular entre 15-10Qg/uL, segun la actividad cualitativa observada preeat®. Se
prepararon diluciones de los extractos con un velurimal de 50uL en tampon
TM, que fueron adicionadas para iniciar la reacada50uL de tampon Z con
ONPG arazén de 1 mg/mL, preparado extemporaneanateniendo un volumen
final de reaccion de 500L. Puesto que el producto de la reaccion origin@alar
amarillo, y los extractos dd. xanthusposeen una tonalidad similar, se prepard un
lote pararelo de muestras con tampon Z sin elaos®DNPG como control negativo
(450 pL de tampdén Z y 50uL de extracto). En ambos casos las mezclas se
incubaron en un bafio a 37°C hasta que el desadellgolor amarillo adquiriera
una intensidad medida a R entre 0,6-0,9 o hasta un maximo de 180 min de
incubacion, momento en que la reaccion se detedicioaando 500uL de
carbonato calcico 1 M. A continuacion se procedié gectura espectofotométrica
de las muestras a 420 nm, usando blancos adecpadascada lote (uno con
tampon Z exclusivamente y otro con tampén Z y ONR@)los que los 5QL de
muestra se sustituyen por tampoén TM. Estas dostmaseastilizadas como blancos
constituian otros dos controles negativos.

Finalmente, usando como medida de spQa diferencia entre las muestras
incubadas en tampon Z con y sin ONPG, las actieslag determinaron de acuerdo
a la siguiente ecuacion:

Activid Especifica = (21348y)-(mL-min-mg/mL)

Donde213deriva del coeficiente de extincion molar dalitrofenol y convierte
la densidad oOptica medida a 420 nm en nanomolesniteopenol producidosnL
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es el volumen de extracto utilizado en la deteroigra de la actividadmin
representa el tiempo (en min) durante el cual lasestnas permanecen en
incubacion a 37°C sng/mLes la concentracion de proteinas en la muestra.

Por tanto, la actividafl-galactosidasa se expresa finalmente como nanomeles
o-nitrofenol (ONP) producidos por min y por miligrarde proteina.

3.2.9 C,ONSTRUCCIC')N Y CARACTERIZACION DE MUTANTES DE
DELECION EN FASE

3.2.9.1. CONSTRUCCION DE MUTANTES DE DELECION EN FASE

La obtencién de mutantes de delecion en fase #arslcurso de este trabajo ha
implicado la eliminacion de los genes practicameattecompleto, excepto en la
construccion del mutante de delecién para la re@&D de CorE, donde sélo fue
delecionada una secuencia correspondiente a 3@aamios del extremo C-terminal de
la proteina. Generalmente el codon de iniciacidngda a delecionar se mantiene en
fase con un sitio de restriccion BamHI, y a corditidn se conserva una region cercana
al extremo 3' del gen donde se conserva el codderaénacion. La pauta de lectura no
se altera, de modo que la expresion de los gereepupdan ser transcritos en el mismo
ARNmM no se vea afectada.

La obtencion de estos mutantes sensibles a kaimanfiee posible mediante el
uso del vector pBJ113 (Juliest al., 2000), que porta dos marcadores selectivos. El
vector contiene un casete con un gen de resistani@mamicina y el gegalK, el cual
codifica para una galactoquinasa. Ambos genes seertran en un operén bajo el
control del promotor del gen de resistencia a kaciam el cual es utilizado para la
seleccion positiva en el primer paso de obtenc&nritante, es decir, en la obtencion
de las cepas intermediarias merodiploides. Poraste @l gergalK es empleado para
efectuar la seleccion de aquellas cepas que hamnetio el casete, puesto que las
células portadoras de este gen no crecen adecuattaemepresencia de galactosa.

En este vector se clonaron dos fragmentos de apaalkimente 800 pb cada
uno, correspondientes a fragmentos situados pamancdebajo del gen que se quiere
delecionar (Fig. 3.7). Una vez obtenida esta coostbn, el pldsmido (designado
normalmente como pBJ1183en) era electroporado en una cepaMiexanthussensible
a kanamicina (bien una cepa silvestre o un mutdetedelecion) y estas células
cultivadas a 30°C en medio sélido CTT suplementamokanamicina (8Qg/mL), de
modo que en este medio sélo pudieran crecer aquglla hubiesen incorporado el
plasmido. Este entrecruzamiento se podia prodacél @rimer o segundo producto de
PCR clonado. En ambos casos se produce la incaipordel plasmido completo y
como consecuencia se obtiene una duplicacién dedgsientos amplificados por PCR
(Fig. 3.8).

Tras varios dias de incubacion, algunas de lasiadaue crecieron en el medio
con kanamicina fueron seleccionadas como presynusitivas y analizadas mediante
Southern blot, para comprobar que habian incorpogbglasmido en el lugar correcto.

El siguiente paso consistia en la escision delteapara lo que se cultivaban las
células en medio sin antibidtico durante 24-48 Iseyrealizaban diluciones seriadas
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(hasta 1d) en medio CTT sélido con galactosa al 10%. Al &lan la presién selectiva
se favorece la pérdida del casete por entrecrundonémtre las regiones duplicadas. De
nuevo, este proceso de recombinacion se puede gircghire el primer o segundo
producto de PCR y sus respectivas regiones honslegael cromosoma de la
mixobacteria. Como consecuencia de ello se pra@lueirliberacion del casete, y
dependiendo de la regiébn en que se dé la recon@maobtendremos cepas con
fenotipo silvestre, o se obtendra el mutante deciteh en fase para el gen deseado (Fig.
3.8). Las bacterias capaces de metabolizar latgakay por tanto crecer en un medio

suplementado con este azlcar,

pero no en presaieigkanamicina,

fueron

seleccionadas para ser analizadas por Southerremlbusca de alguna que portara la

delecion para el gen de interés.

5 | | gen_a | | 3
—
gen_aXbal gen_aBamHI
gen_aBamHI gen_aEcoRlI
Xbal e
P d:ﬂ.i -] i) B HI ) I
457 MC Sa‘iﬂ iﬂ?:"ax /“/ am , ‘;;fg‘“a;:%
a‘-‘ i“ i i6 & Y . . ol =
=4 B Digestion & “:; Ligacion 5.3' £
i:.a pBJ113 g ———-- % pBJ113 }:‘ —-
‘&“& ; en_al
% . Xbal/BamHI %, - L 2 &
q‘i‘n‘a 2 a"a" - A T " " N
- - g - a““ﬂ?ﬁ?ﬂi’p A aaiioilaﬂ >
pBJ113-gen_al
Digestion
BamHI/EcoRl
,;Q:&;.B a'v
1‘99 00‘\ A‘Og
'y 2 L 2 /

i . Ligacion 7 i

oy 3 = ]

L] o a— Fa]

% -4 ena2 % -4

. 3 \ v

kN Y- gen_ e V.4

e T n.-aapaa R
RO

pBJ113-Agen_a pBJ113-gen_al

Figura 3.7. Construccién de un plasmido para laratibn de mutantes de delecién en fase en
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Figura 3.8. Construccién de una cepawexanthusportadora de una delecién en fase para un
gen. La integracion del plasmido por recombina¢iomologa puede tener lugar en cualquiera
de los dos fragmentos presentes en el plasmido13\den_a (azul o verde), llegando a
obtener el mismo resultado tras el segundo evemtaedombinacién (cepas silvestres y
mutantes de delecion). En el esquema se repres@otéa recombinacion inicial en una de las

dos regiones.
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3.2.9.2. INSERCION DEL GEN corE EN UNA CEPA PORTADORA DE UNA
FUSION cuoB-lacZ

Para estudiar el efecto de CorE sobre la regulag@ouoB asi como para
conocer su mecanismo de accion, se han llevadbaadigersas construcciones sobre la
cepa JM51EBZY AcorE cuoB-lacZ La finalidad es reintroducir el gesorE en una
cepa carente de €l y analizar en las cepas obgelidepresion de la fusi@uoB-lacZ
mediante la determinacioén de actividigalactosidasa (puesto que como se vera en la
seccion Resultados, la expresion del geoBesta completamente regulada por CorE).

El gen corE ha sido insertado en dos posiciones diferentes géaloma:
ocupando su lugar correspondiente y bajo el contedl promotor del geroar
(Martinez-Cafameret al, 1993). Ademas, ha sido insertado como WT (esdgici
sufrir ninguna modificacion), con una cola de kista en el extremo N-terminal (como
se ha visto en los apartados 3.2.7.§.13.2.7.6.2) o con uno 0 varios tripletes
codificantes para cisteina sustituidos por trigletedificantes para alanina (es decir,
con alguna mutacion puntual. Ver apartado 3.2.5.4)

En el caso de la insercion de la copia WTcdeE, se construyo el plasmido
pPNGOO (ver Apéndice; Tabla A.2). Sélo fue necesarigpaso de clonacién, ya que el
fragmento amplificado de 1,5 kb englobaba una red&éunas 800 pb justo por encima
del gencorE hasta unas 30 pb justo tras el codén de terminal@@orE. La reaccion
de PCR se llevo a cabo utilizando como molde ADdmysémico de la cepa silvestre y
la pareja de oligonucleotidos LcsBECFK/CorEDowrastiBamR (Tabla 3.2), y el
plasmido resultante de la clonacion de este fragmeortador de un gen de resistencia
a tetraciclina, fue denominado pNGO0O. La doblecsédm con kanamicina y tetracilina
en los medios de cultivo donde se incubaban laglastlde la cepa JM51EBZY
(resistentes a kanamicina) electroporadas con etemidos, permitia introducir una
copia del gercorE en el genoma, que controlaria la expresion dedrfiicuoB-lacZ
La cepa obtenida se denomin6é JMOOBZYrE cuoB-lacj. El plasmido pNGOO fue
utiizado como molde en las reacciones de mutagergisgida encorE, y los
plasmidos resultantes de estas reacciones confignadsitivos por secuenciacion
fueron introducidos, del mismo modo, en la cepalIBEZY para analizar el efecto de
tales mutaciones como cambios de activiglayhlactosidasa.

La construccion de las cepas portadorasadeEh(que codificaran CorE con una
cola de histidina en el extremo N-terminal) se éscdto en el apartado 3.2.7.6.

Para construir la cepa JM06BZ%af-corE cuoB-lacj, donde el gerorE se
encuentra bajo el control del promotor del gan(Martinez-Cafiameret al, 1993), el
plasmido pNGO06 fue electroporado en la cepa JM5NMHZste plasmido porta un
fragmento idéntico al clonado en el plasmido pNG@8r apartado 3.2.7.6.2),
codificando una secuencia justo anterior al @am, y el gencorE, amplificado
utilizando como molde el ADN cromosémico de la cepeestre deM. xanthusy la
pareja de oligonucledtidos CorEpUC10.1F/CorEpUCRO.{Tabla 3.2). Ambos
fragmentos se encontraban uno a continuacion delyan fase, en el plasmido pNG06
(ver Apéndice; Tabla A.2).

En la Tabla A.1 (Apéndice) se encuentra el gepotie todas las cepas
obtenidas.
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3.2.9.3. CARACTERIZACION DE LA CEPA WT Y MUTANTES DE DELECION

3.2.9.3.1. Crecimiento Vegetativo en Medio Liquido

La realizacibn de curvas de crecimiemtin la cepa silvestre permitié
determinar su comportamiento frente al cobre. Lanparacion entre curvas de
crecimiento de la cepa silvestre y de los difeemeatantes de delecion obtenidos en el
presente trabajo permitio caracterizar la senddnilial cobre provocada por la falta de
alguno o varios de esos genes.

Las células fueron inoculadas en tubos con 5 minddio CTT e incubadas a
30°C en agitacion (300 rpm) durante una noche. Teterminar la Dgy de los
cultivos, las muestras fueron diluidas en tubos cmetenian 5 mL de medio CTT
liquido con diferentes concentraciones de sulfatcabre (indicadas en cada caso en la
seccion resultados) a una BEde partida de 0,05. Tras unos instantes de agjitase
tomé la primera medida que determinaria el valorgorbancia correspondiente al
tiempo 0. Varias medidas fueron tomadas periédicéenen estos cultivos para
determinar su Dgoen un espectrofotomet®pectronic 20D+

Cuando se realizaron experimentos con célulasgueidas, el cultivo inicial se
llevé a cabo en medio CTT liguido suplementado waa concentracion subinhibitoria
de sulfato de cobre durante 24 h, a unado@e partida de 0,05, tras lo que se procedid
a actuar del mismo modo que se ha explicado antegite (diluyendo las muestras en
tubos con 5 mL de medio liquido y diferentes cotraeiones de metal).

3.2.9.3.2. Fenotipo Durante el Ciclo de Desarrollo

El andlisis fenotipico de las cepas mutantesvidexanthusdurante el ciclo de
desarrollo se llevo a cabo tras sembrar las céletasin medio de cultivo pobre en
nutrientes, capaz de inducir el desarrollo multitzel en M. xanthus tomando como
control a la bacteria silvestre. Un cultivo crecidauna D@y de 1 de cada cepa se
centrifugd a 10000 g durante 10 min a 22°C. Elipiealo celular se lavé con tampon
TM para eliminar los restos de medio de cultiveewslvio a centrifugar en las mismas
condiciones anteriores, resuspendiendo por ultaaa@élulas en TM a una R&final de
15. A continuacion, se tomaron {iQ del cultivo concentrado y se depositaron en forma
de gota sobre placas petri de 5,5 cm de diamett@amL de medio CF. Las muestras
fueron incubadas a 30°C y se llevo a cabo un seguiima la lupa de forma periodica
del transcurso del ciclo de desarrollo para cadsm deasta las 96 h de incubacion,
tomando fotografias a lo largo del tiempo.

Cuando se realizaron experimentos con células gureidas la metodologia fue
similar, aunque el cultivo inicial se llevo a cady medio CTT liquido suplementado
con una concentracion subinhibitoria de sulfatcalere durante 24 h, a una Bgde
partida de 0,05, tras lo que se procedio a actelamsmo modo que se ha explicado
anteriormente (centrifugando, lavando con tamponylpbniendo gotas de 10 del
cultivo concentrado).
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3.2.9.3.3. Recuento de Esporas

El estudio de la esporulaciéon en cepasMie xanthusdurante el ciclo de
desarrollo se ha centrado en el recuento del nGdemixdésporas producidas cuando
las células son incubadas en un medio pobre enems, estableciendo una
comparacion con las esporas generadas por la ibepstre en las mismas condiciones.
En este caso, el medio fue suplementado ademasrascocasiones con sulfato de
cobre en las concentraciones indicadas.

Las cepas de mixobacteria cuyo niumero de mixéspseaiba a determinar
fueron cultivadas del mismo modo que se ha indigata analizar el fenotipo durante
el ciclo de desarrollo (apartado anterior), cosddvedad de que se cultivaron 200
distribuidos en 10 gotas, en placas de 8 cm deeadréroon 20 mL de medio. Las placas
fueron incubadas a 30°C y transcurridas 72 h segre®n muestras raspando la
superficie del medio con ayuda de una espatulaowtirmuacion, se procedié a su
sonicacion (22,5 kHz) para eliminar los bacilossprges en las mismas y dispersar las
esporas que se encontrasen agregadas. Para ®llouéstras fueron resuspendidas en
200uL de tampdn TM y sonicadas durante 1,5 min en guig030 s. Antes de proceder
a su recuento, las muestras sonicadas fueron aklul@0 veces en tampén TM. El
recuento se efectudé en una camBedroff-Haussery el resultado se expres6 como
namero de esporas/placa.

3.2.9.3.4. Germinacion de Esporas

La eficiencia de germinaciéon en medios ricos dedaporas producidas por
diferentes cepas dd. xanthusha podido ser determinada siguiendo el procedimien
descrito por Wiet al (1998), utilizando los mismos extractos empleguira efectuar
el recuento de esporas.

Las muestras sonicadas fueron descongeladas artdurpeambiente, incubadas
en un bafio a 50°C durante 2 h y sonicadas nuevarderdnte 30 s (para dispersar las
esporas que se encontrasen agrupadas). Posterieyrteesn muestras fueron diluidas
1:100000 en tampon TM y 50L de muestra diluida fueron adicionados a 5 mL de
medio CTT semisolido mantenido en sobrefusion en hafio a 50°C. Tras
homogeneizar la muestra, el medio con las esperatsgibuyd uniformemente sobre
una placa con 20 mL de medio CTT solido. Estasagldaeron incubadas a 30°C y
finalmente, el nimero de esporas viables fue détexdo en funcidon del nimero de
colonias aparecidas tras 7 dias de incubacionfiteria en la esporulacion, por su
parte, fue calculada dividiendo el nimero de espoiables entre el nUmero de esporas
contadas en la muestra de partida.
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4. RESULTADOS

4. RESULTADOS.

4.1 ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD AL COBRE Y OTROS
METALES DE M. xanthus Y RESPUESTA ADAPTATIVA
REGULADA POR COBRE.

Los primeros ensayos realizados en relacion ctwor@eostasis del cobre dh
xanthus tuvieron como finalidad determinar la tolerancia ésta bacteria al cobre
durante el crecimiento vegetativo y el ciclo deadeslo, en dos condiciones diferentes.
En una primera tanda de experimentos, las cél@aacsibaron en medio liquido en
ausencia de cobre (cultivos no inducidos). En gusdo lote de experimentos, las
células fueron preincubadas con una concentraadletal de cobre para inducir los
mecanismos de resistencia al metal (cultivos irdhg), ya que se ha demostrado que
son inducibles (Moraleda-Mufi@ al., 2005).

4.1.1. SENSIBILIDAD AL COBRE EN M. xanthus

Para estudiar la sensibilidad al cobre durantada de crecimiento vegetativo se
realizaron curvas de crecimiento en medio CTT tiguimientras que para el ciclo de
desarrollo se incubaron en medio sélido CF (verekialty Métodos; 3.2.92.). Como se
observa en la Fig. 4.1, las células de la cepa Wéfoh capaces de crecer de manera
similar en medio liquido tanto en ausencia de cobreo con concentraciones de cobre
de hasta 0,4 mM. Cuando la concentracion de sulfatoobre presente en los medios
de cultivo superaba 0,4 mM, la tasa de crecimi&rganenor, y cuando ésta fue igual o
mayor a 1 mM no se detectod crecimiento (aunquedhsas eran viables).

10 ¢

DOGOO

0,01 T T T T T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Sulfato de cobre (mM)

Figura 4.1. Efecto del cobre durante el crecimieetgetativo déM. xanthus. Las células fueron
incubadas durante 24 h a 30°C en medio CTT liglids.barras de error indican desviaciones
estandar.

Para estudiar la sensibilidad al cobre durantecé de desarrollo las células se

preincubaron en medio CTT liquido en ausencia teecantes de inocular los cultivos
concentrados en medio CF (inductor del desarrsliplementado o no con cobre (ver
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Material y Métodos; 3.2.9.2.). Como se muestraadrig. 4.2, las células de la cepa WT
fueron capaces de formar agregados con una coacémmaxima de sulfato de cobre
presente en los medios de 0,06 mM. Con concentr@gimayores de cobre las células
no fueron capaces de crecer.

Sulfato de cobre (mM)
0 0,02 0,04 0.06 0,08

Figura 4.2. Cuerpos fructificantes de la cepa WTMdexanthus en medio CF con diferentes
concentraciones de sulfato de cobre. Las célulamfuconcentradas a una RQde 15 e
incubadas a 30°C durante 72 h. Barra: 1 mm.

También se analiz6 la capacidad de esporulaciditigmrcia en la germinacion
de esta bacteria en presencia de cobre, obten&noodescenso en la producciéon de
mixosporas a medida que incrementa la concentrat@drobre presente en los medios
de cultivo (Fig. 4.3). Asimismo, el porcentaje derrginacion también se redujo al
aumentar la concentracion de cobre, siendo deldri%tusencia de cobre y del 0,3 % en
presencia de 0,06 mM de sulfato de cobre.

240 7

180 4

120 7

60 7

Mix6sporas por placa (x109)

0 0,06
CusSQ, (mM)

Figura 4.3. Cuantificacion del niumero de esporataerepa WT deéM. xanthus. Las células
fueron crecidas en medio CF y tratadas como seidesn el apartado Material y Métodos.

La relacion entre la tolerancia al cobre presentpor las células durante el

crecimiento vegetativo y durante el ciclo de dedlarrse defini6 como un cociente de
tolerancia al cobre. En este caso se obtuvo um padximo a 17.

4.1.2. RESPUESTA ADAPTATIVA REGULADA POR COBRE

Ya que en nuestro laboratorio se ha demostrado lgsiemecanismos de
resistencia al cobre son inducibles (Moraleda-Muétcal., 2005), se llevé a cabo un
segundo lote de experimentos en los que se det@dentolerancia al cobre durante las
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dos fases del ciclo de vida b xanthus cuando las células habian sido preincubadas en
presencia de una concentracién de cobre suficiamimalta como para inducir los
mecanismos implicados en la resistencia al meéaf gue no resultara toéxica. En este
caso los experimentos fueron llevados a cabo demmimodo que los descritos
anteriormente, con la salvedad de que las célu®r preincubadas en presencia de
0,6 mM de sulfato de cobre. Las células preadapthdaon capaces de tolerar hasta 2
mM de sulfato de cobre presente en medio liquidd (Hig. 4.4). Durante el ciclo de
desarrollo, la tolerancia al cobre incrementé drastente, formando agregados con
concentraciones de hasta 2,5 mM (Fig. 4.5).

10 4

DOGOO

0,1 -

0,01 T T T T !
0 0,4 08 12 1,6 2
Sulfato de cobre (mM)

Figura 4.4. Tolerancia al cobre de célulasgvilexanthus preincubadas con 0,6 mM de sulfato de

cobre e incubadas durante 24 h a 30°C con concemtess superiores de este metal. Las barras
de error indican desviaciones estandar.

Sulfato de cobre (mM)

0 15 2 2,5 3

Figura 4.5. Cuerpos fructificantes bl xanthus en medio CF con diferentes concentraciones de
sulfato de cobre. Las células fueron crecidas preente en presencia de 0,6 mM de sulfato de
cobre, y posteriormente concentradas a ungd@ 15 e incubadas a 30°C durante 72 h. Barra:
1 mm.

Ya queM. xanthus es una bacteria social que se enfrenta con méisidiaca los
cambios ambientales cuando esta formando una cdadimjue cuando esta aislada,
quisimos determinar si el incremento en toleramtiaobre de las células durante el
ciclo de desarrollo con respecto a las célulasidascen medio liquido podia estar
relacionado con la concentracion inicial de cultbem la que se inicia cada experimento
(DOgpo de 0,05 para curvas de crecimiento y de 15 paraiosiesblidos). Asi, se
determind la sensibilidad al cobre con célulasnugdadas con cobre en medio CTT
sélido (partiendo al igual que en los ensayos phciclo de desarrollo de una ede
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15). En este caso las células presentaron la msgmsibilidad al cobre que cuando
fueron crecidas en medio liquido.

Estos resultados muestran que la induccion dmbxsanismos relacionados con
la resistencia al cobre es capaz de amplificasl&adncia a este metal 2,5 veces durante
el crecimiento vegetativo, y tanto como 41,7 vehasnte el ciclo de desarrollo.

4.1.3. TOLERANCIA DE M. xanthus A OTROS METALES BIOLOGICOS

Ademas del estudio de la resistencia al cobrdesilié abordar la tolerancia de
esta bacteria a otros metales muy importanteslieaaa a cabo diversos procesos en la
célula como Ni, Zn, Co, Cd, Fe y Ag. El andlisisastos metales se llevd a cabo
durante el ciclo de vida al completo M xanthus. Cuando la cepa WT se incubo en
presencia de otros metales, se determiné el ceciEntolerancia para cada uno de ellos
(tolerancia a un metal de los cultivos duranteretimiento vegetativo con respecto a la
gue presentan durante el ciclo de desarrollo). @uda cepa WT se incubd en
presencia de otros metales, se observé que esentera mucho mayor para el cobre
qgue para cualquiera de los metales ensayados (#ablaLa adicion de ascorbato en
exceso (1 mM) a los medios suplementados con eutlat cobre (Ci) permite
favorecer la presencia de TLEn estas condiciones, la sensibilidad al cobrdade
células durante el ciclo de desarrollo fue may@ eu ausencia de ascorbato.

Tabla 4.1Tolerancia de células dé. xanthus a diferentes metales durante el crecimiento
vegetativo y el ciclo de desarrollo.
Maxima concentracion de metal (mM)

que permite la viabilidad en el medio Cociente _de
tolerancia
Metal CTT CE (CTTICF)
cu® 1,0 0,06 17,0
Cu® 1,0 0,04 25,0
NiZ* 6,0 4,0 15
zn** 0,5 0,5 1,0
Co** 1,0 4,0 0,25
cd* 0,3 0,1 3,0
Ag" 0,25 0,05 5,0
Fe? 7,0 7,0 1,0
Fe** 2,0 1,0 2,0

El hecho de que las células durante el desarrelio astante mas sensibles a
cobre que en el ciclo vegetativo sugiere tiexanthus debe ajustar de forma muy
precisa las concentraciones de este metal enlldasé lo largo del ciclo de vida.

Estos resultados nos condujeron a abordar eliestiedla respuesta global al
cobre enM. xanthus, comenzando con analisis silico que nos permitieran determinar
elementos presentes en el genoma relacionadosadwmnieostasis del cobre. Algunos
de ellos fueron estudiados con mayor detalle desdeunto de vista funcional y son
objeto del desarrollo de esta Tesis Doctoral.
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4.2 ANALISIS DEL GENOMA. ELEMENTOS RELACIONADOS CON
LA REGULACION DE METALES.

Gracias a la secuenciacion del genom#d&anthus (Goldmanet al., 2006) ha
sido posible determinar la existencia de regiongs gcumulan genes con dominios
conservados implicados en la homeostasis del ¢élige4.6A). Una de estas regiones
ha sido denominada CR1 y tiene un tamafio de 26,Brklesta region se encuentran los
genes que codifican para las tres proteinas qusitiarobjeto de estudio en la presente
Tesis Doctoral.

CR1:

A B C D E F G H | J K L M N O P QR S T
o O < e o = =) (> <) o o>

1Kb

A: Proteina hipotética

B: Proteina similar a citocromo ¢

C: ATPasa de tipo Prg (MXAN_3415)

D: Lipoproteina

E: Lipoproteina

F: Regulador de respuesta dependiente de Sigma-54 (MXAN_3418)
G: Histidina quinasa (MXAN_3419)

Otro sistemas Cus:

A B C

’ . . . e —)
I: Proteina con dominio cupredoxina

J: ATPasa de tipo Prg (MXAN_3422)
K: Proteina hipotética conservada

A: CusC3 (MXAN_6176
L: Proteina de eflujo de la membrana externa (MXAN_3424) Y ( . )

B: CusA3 (MXAN_6177)

C: CusB3 (MXAN_6178
N: CorE (MXAN_3426) usB3 (MXAN_6178)

O: Chaperona del cobre

P: Sulfatasa - .
Q: Regulador transcripcional de tipo AraC Sistemas Czc:
R: Tioesterasa AB C

S: Proteina de eflujo de la membrana externa (MXAN_3431)

A: CzcCl (MXAN_3447)
B: CzcB1 (MXAN_3448)

CR2: C: CzcAl (MXAN_3449)
A B C D E F G H | J K L
A B
[ ] e m— md$Emm O - < e e

A: CzcA2 (MXAN_3672)

A: ATPasa de tipo Pgr (MXAN_0979)
B: Proteina hipotética

C: Proteina con dominio de unién hierro-azufre
E: CusAl (MXAN_0983)

F: CusBl (MXAN_0984)

G: CusCl (MXAN_0985)

H: Proteina hipotética

I: N-acetilmuroil-L-alanina amidasa
J: CusA2 (MXAN_0988)

K: CusB2 (MXAN_0989)

L: CusC2 (MXAN_0990)

B: CzcB2 (MXAN_3671)

A B Cc
e=Dommm—— D>

A: CzcB3 (MXAN_7438)
B: CzcA3 (MXAN_7437)
C: CzcC3 (MXAN_7436)

Figura. 4.6A: Regiones del genoma Me xanthus que acumulan genes relacionados con la
homeostasis de metales (sobre todo cobre). Adeenkasrdgiones del cobre 1 (CR1) y 2 (CR2),

un sistema Cus y tres Czc se encuentran dispansgigenoma.
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Como se puede observar en la Fig. 4.6B, todos gsiwes (a excepcion de los
gue van a codificar el sistema Cus3), se encuedtstnibuidos en dos zonas del
genoma.

Czc3

CR2

Genoma d#&l. xanthus
9. 139.763 pb

CR1
chz\
Czcl

Figura 4.6B. Representacion de la posicion que ac@gn el genoma dd. xanthus los genes
relacionados con la homeostasis de metales quecapeen la Fig. 4.6. Las regiones del cobre 1
y 2 aparecen en rojo. Las lineas negras correspoadastemas Cus y Czc. Los tamafios y
posiciones son proporcionales, considerando qoéallo completo representa los 9. 139.763
pb que posee el genomaldexanthus.

El interés por las oxidasas multicobre & xanthus y su papel en la
homeostasis del cobre nos llevo a centrarnos estetlio inicial de dos de las tres que
presenta esta bacteria. CuoB y CuoC fueron abosdatlanicio de este estudio,
centrandonos en una de ellas. El analisis de sula@gn a nivel transcripcional nos
permitié identificar un factor sigma de tipo ECFo(E) que presenta una secuencia
atipica en esta familia de proteinas, relacionadda unién de metales.
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4.3 CARACTERIZACION DE LA MCO CuoC

4.3.1 ESTUDIO DEL OPERON DEL GEN CuoC

El analisisin silico de la regién génica en que se encuentra el gercayliica
para CuoC parece indicar que solamente dos genesrioparte del mismo operon:
cuoC y un gen que codifica para una proteina de efligolad membrana externa
(MXAN_3431). Estos dos genes serian coexpresadosnanunidad transcripcional
formada por un ARN mensajero de tipo policistror{ieny. 4.7).

La proteina de eflujo de la membrana externaastéatituida por 502 residuos.
Presenta un peso molecular y pl tedricos de 55kBdl respectivamente. Mantiene
dos dominios conservados identificados como PF02B2dalor=2,3x10" y 2,6x10™),
pertenecientes a una familia de proteinas denomi@EP Quter membrane efflux
protein), que forman canales triméricos que permitenaisporte al exterior de una
amplia variedad de sustratos en bacterias Gramtinagia Ejemplos de proteinas
pertenecientes a esta familia son la proteina sfguesta a estrés TolC &ecoli o la
proteina FusA d€ampilobacter jguni, y parecen estar implicadas en la resistencia a
metales pesados (Rensing y Grass, 2003). Present@llas un 15,2 y 16,4 % de
identidad respectivamente.

Para definir los genes que forman parte del opes®mempled la técnica de RT-
PCR. Por el pequefio tamafio del transcrito sélméeesaria una reaccion de RT-PCR,
siguiendo la estrategia expuesta en la Fig. 4.afg psi verificar la coexpresion del gen
cuoC con el MXAN_3431.

A)
3429 3430 3431 cuoC 3433
< = >

. < ]

L ______ARNm___ ]
‘_

LcsCOp LesCR
2
1

1: LesCOp OMR
2: LesCOp OMF

Figura 4.7. Andlisis mediante RT-PCR para confirfearexpresion de los genesioC y
MXAN_3431. A) Las flechas indican el sentido derddrotranscripcion a partir del punto de
unién del cebador sobre el ARNm o de transcripeidrartir del ADNc.B) Producto de PCR
utilizando como molde ADNc obtenido con el oligoladtido LcsCOp LcsCR, y la pareja de
oligonucleo6tidos LcsCOp OMR y LcsCOp OMF. CalleMarcador de peso molecular VI;
calle 2: control negativo; calle 3: PCR a partirAdd@Nc.

A partir de ARN aislado de un cultivo en fase deconiento vegetativo de la
cepa silvestre del. xanthus se siguio el procedimiento descrito en la sechaterial y
Métodos para llevar a cabo la reaccion de transgéripinversa. Con el ADNc obtenido
se realiz6 una amplificacion usando la pareja dgoolcleotidos LcsCOp OMR y
LcsCOp OMF. El fragmento obtenido a partir de emtaplificacion presentaba el
tamafo esperado de 327 pb, como se observa eg.l4.FAB. Como control negativo se
utilizé muestra de ARNm sin retrotranscribir.
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4.3.2 ANALISIS DE LA SECUENCIA DEL GEN cuoC (MXAN_3432)

En principio se encontraron dos posibles candgdataodén de inicio de la
traducciéon para el ARNm dmioC. Uno de ellos (CTG) con un posible sitio de urabn
ribosoma o secuencia de Shine-Dalgarno GAGGG g 4lpiiro (ATG) no presentaba
ninguna secuencia candidata de union al ribosomeara. Ademas, el sistema de
secrecion de la proteina seria diferente si fumemno u otro codon de iniciacion:
seria secretada por el sistema Tati(-argenin translocation) si el codén de iniciacion
fuera el CTG; si éste fuera ATG seria secretad&lgistema Sec o del péptido seiial.

Para verificar el sistema de secrecion utilizadmmpCuoC, y asi determinar el
codon de iniciacion, se construyd una fusion tragumal entrecuoC y el genlacZ deE.
coli siguiendo la estrategia general descrita en eltag@arMaterial y Métodos. Esta
fusion se llevo a cabo en un codon situado tragddassefiales de secrecion, de manera
que la proteina quimérica pudiera ser secretadapacio periplasmico. El sistema Tat
transloca proteinas completamente plegadas, msegtra el sistema Sec secreta las
proteinas sin plegar (Berksal., 2005). Para que la enzirfiegalactosidasa sea activa,
debe plegarse correctamente de forma tetramériétt Y@Boos, 1988), y por tanto la
proteina quimérica sera activa si es secretad&lpgistema Tat, pero inactiva si lo es
por el sistema Sec. Al observar la expresion atald dep-galactosidasa para la cepa
portadora de la fusidlacZ de cuoC (JM51CDWZY) se comprobd que ésta era activa
(Fig. 4.8B). Como control se utilizaron dos fusisrgara otra MCO secretada por el
sistema Sec: CuoA. Una transcripcional (fusionagldomodon de inicio deuoA) y otra
traduccional (utilizando un cododn localizado tras decuencia del péptido sefial),
esquematizadas en la Fig. 4.8A. Como se puedewasen la Fig. 4.8B, la fusion
transcripcional era activa mientras que la prot@jaianérica no lo era, como era de
esperar al ser CuoA secretada por el sistema Sec.

A
ATG B-galactosidasa
CuoA-lacZ
ATG B-galactosidasa
CuoADW-lacz
SP
CTG ATG -galactosidasa

=————————  cUOCDW-lacZ

B v ~
LJ ()
CUoA CcuoADW  cuoCDW

Figura 4.8. Determinacion del coddén de inicio detrieduccion y el sistema de secrecion
utilizado por CuoC. A) Caracteristicas de la tresidnes construidas entreoA y cuoC vy el
genlacZ deE. coli. La fusidoncuoA-lacZ se encuentra en la cepa JIM51AZMpADW-lacZ en
JM51ADWZY; cuoCDW-lacZ en JM51CDW2ZY. TAT: péptido reconocido por el sistede
secrecion Tat. SP: péptido sefial reconocido pmisteéma Sec. B) Analisis cualitativo de
actividadp-galactosidasa en las bacterias portadoras deiseenés anteriores. Estas bacterias
se incubaron durante 24 h en placas con medio CTliah se adiciond 0,6mM de sulfato de
cobre y 100mg/mL de X-gal.
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Por tanto, el analisis de la secuencia del gencqdédica para la MCO CuoC
revel6 la presencia de un ORF con 1386 pb, codificapara una proteina de 461
residuos aminoacidicos. El triplete consideradoa@aodon de inicio de la traduccion
corresponde a una secuencia CTG, alternativo @l #sLG. CuoC es secretada por el
sistema Tat, y presenta un motivo de secrecion NRREig 4.9).

El uso de codones de este gen es el esperadogsagehes dél. xanthus
(Inouye et al., 1989), con un elevado contenido en G+C (85,3%lodetripletes
presentan G/C en su tercera posicion). La regitiada justo por encima del codén de
iniciacién, compuesta por un segmento de 97 pbreeepta secuencias conservadas
propias de regiones promotoras de la transcriptddcyal no es extrafio ya que este gen
se coexpresa con la proteina de eflujo de la mambeaterna (MXAN_3431) que se
encuentra hacia el extremo 5’ del gen, y por téategion promotora estara delante del
MXAN_3431.

TGAAACCGAGCGCGCACCGGGCCGTGA IGACGCCCCTGGAGCTCGGGAGCAGGGGGGCCCCTGGAAACTCTCCGGCGATTGGAGGINGGGAACG

1 - CTG ACG CGG CGG AGC ATG CTT GCC ACG GCG GGA GCC ACG CTC ACG GGA GGC TCG CTG CTG CTG AGT GGC TCC GCT GCG CGC GCC CAG TCA - 90
1- M I T R R 3 M LI i T A G A T L T G G =1 L L L 3 G El IS A R A Q 5 - 30
91 - GCC GTC TCA GGC GCA CGT GGG CCT CGC GAG GGC TCC GCG GCT GAC ACC GGC CAG CGG TAT GOG CGG CAG GAC TGG TTG CGC CCC GGA ATG - 180
31 - ok v El G i R ] P R E G El i A ol T G Q R T A R Q ol w L R P G M - &0
181 - CCC GAC CGG GAC TAC CGG CCC GTG GTG GTG CCC AAT GGC TCC AAG CTG CCG TGG AAG GTC GTG GAC AAC GTG AAG GTC TTC CAC CTG GTG - 270
61 - P il R il ¥ R P v v v P N G Ed K L P w K w v D N v K v F H L v - 90
271 - GCC GAG GAG GTG GCG CAT GAG TTT GCC CCG GGAL CTG Lhd GCC TTC TGC TGG GGC TAC LAC GGT CGAL GTC CAC GGG CCC ACC ATC Gih GCG - 360
91 - & E E v A H E F i P G L K L F c w G A H [} R v H G P T I E s - 120
361 — GTG GAG GGG GAC CGG GTG CGC ATC TAC GTC ACG AAT CGG CTA CCC GCG GCC ACC ACT ATC CAC TGG CAC GGA CTC CTG GTG CCC AGC GGT - 450
1z1 - W E =3 il R w R I ¥ v T N R L P L i T T I H w H =3 L L w P 3 G - 150
451 - ATG GAT GGC GTG GGC GGC CTC AGC CAG AAG TCC ATC GCT CCT GGC GAG ACG TTT CGG TAC GAG TTC ACC CTG CGC CAG GCG AGT ACG AAC - 540
151 - 1 D G v G G L El Q K 5 I IS F G E T F R ¥ E F T L R Q IS 5 T M - 180
541 — ATG TAT CAC TCG CAC CAT GAC GAG ATG ACG CAG ATT GGC CTC GGG ATG ACG GGC ATG TTC ATC ATC CAC CCG CGC CGL CCT GTG GGG CCC - 630
181 - M T H =1 H H il E M T Q I G L G M T G u F I I H F R R P v G P - 210
631 - CGC GTC GAC CGG GAC TTC GTC ATC CTC CTG CAT GAL TGG CGC ATC GAT GTC GGC ACG GAG CGA CCC AAT CCG AAT GAG ATG ACG GAC TTC - 7z0
211 - R v D R D F v I L L H E w R I il v G T E R P N P N E n T D F - 40
721 - RAC GTG CTC ACC ATG AAC GCG RAG GCG TTC CCG GGC ACG GAG TCG CTC GTG GTG CGC CAG GGT GAG CGG GTG CGC ATC CGG TTG GGC AAC - §10
Z41 - W v L T M H L E i F P G T E 3 L v v R Q ] E R v R I R L G N - 270
811 — CTG AGC CCG CAG AAT CAT CAC CCC ATC CAC CTG CAC GGT TTC CAC TTC CGT ATC ACT Ghi ACG GAT GGC GGG CGC GTC CCC GAG TCC GCG - 900
271 - L ] P Q N H H P I H L H G F H F R I T E T D G G R W P E E L - 300
901 - CAG CAG CCG GAG GGAL ACG GTG CTC GTC CCC GTG GGC AGC ACA CGT GTC ATC GAG TTC GTG GCOG GAC GTG CCC GGG GAC TGG GCC CTG CAC - 990
301 - o Q F E G T v L v F v G =] T R v I E F v A ol v P G D w L L H - 330
991 - TGT CAC ATG ACG CAC CAC ATG ATG AAT CAG ATG GGC CAT GCG TTC CCC RAT ATG ATT GGC GTG RAG CCG GGG AGC CTG GAC GCG AGG GTC - 1080
331 - C H M T H H M )i M Q M G H A F P n M I G v E P G 5 L il L R v - 360
1081 - CGC ACG CTG CTA CCG GGC TAC ATG ACG ATG GGC CAG ACG GGG ATG GCG GAG ATG GGC GAG ATG GGG ATG CCC ATT CCG CCC AAC TCC ATT - 1170
3el - R T L L P =] T M T b2 G Q T G M i E n G E n =] n F I P P N El I - 390
1171 - CCC ATG CTG GGG GCC CAG GGC AAG CAC GAT TAC ATC ACG GCG GGAL GGC ATG TTC ACC GTG CTC AAG GTT CGC Ghh CGG TTG GAG AGC TAC - 1260
391 - P M L G IS =) G K H D ¥ I T IS ] G M F T v L K v 23 E R L E 3 T - 4z0
126l - GCG GAC CCT GGC TGG TAC GAC AAC CCA CCT GGC ACG CTG GCG GTG GCG GCC ACC TCG GAC GAG CTG CGC CGG GAC GGT ATC GAC GTG AAC - 1350
4z1 - & D P =3 w T o n P P =3 T L E v i L T = D E L R R D G I il v H - 450

1351 - GCC CCG GCC CTG GTC GAT CCC GGC GCA CCG GCC TGA
451 - & P i L v il P [} i P A

Figura 4.9. Secuencia de codones del gaC. El codon de terminacion del gen anterior
aparece en rojo, y el probable sitio de union labsoma en azul. El codén alternativo de
iniciacion aparece enmarcado en verde y el motéveettrecidon del sistema Tat en rojo.

4.3.3 ANALISIS DE LA SECUENCIA DE LA MCO CuoC

CuoC presenta una secuencia aminoacidica de 46duos, con un peso
molecular y pl estimado de 50,33 kDa y 6,93 respattente.

Cuando la secuencia de amino&cidos de esta prdteineomparada con otras
depositadas en las bases de datos, se observGepsntpba las 4 regiones tipicas de
union al cobre para este tipo de enzimas, asi agmozona rica en metioninas en su
extremo carboxilo terminal comun a la que preseateas MCOs (Fig. 4.10).
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La proteina CuoC tiene una localizacion periplasmiga que carece de
dominios transmembrana y posee un péptido sefial deénido para el sistema Tat
(Kimuraet al., 2006; Leest al., 2006).

A)
3 3 1 2 3 3 B 1

Proteina/NUmero A I [} 1\
CuoC/ABF89931 STNMYHSHH HPI HLHG WALHCHMTHH
CumA/AALO4024 GSYWYHPHYV HPI HLHG WMFHCHVI DH
CopA/P12374 GTYWYHSHS HPI HLHG WAYHCHLLYH
PcoAIQ47452 GTYWYHSHS HPI HLHG WAYHCHLLYH
CueO/P36649 AT CWFHPHQ HPFHI HG YMAHCHLLEH
B)

CuoC | W | I [T 11 ]

CumA [ 1| I I imn|

CopA [ 1| I I I I 1]

PcoA [ | I I I I 1]

CueC [ N : : I L I [T ‘ ‘

0 100 200 300 400 500 600 700

Aninoacidos
Figura 4.10. A) Alineamiento de los 4 dominios debre de CuoC con los de otras MCOs de
bacterias. Los residuos histidina y cisteina ingglas en la coordinacion de los atomos de cobre
han sido numerados de acuerdo con centro del c#brgue forman parte (1:T1; 2:T2; 3:T3).
Los residuos invariables en todas las proteinasiwsestran sobre fondo rojo, verde, azul o
amarillo, segin formen parte de los motivos I, 1ll,0 IV respectivamente. Los residuos
conservados en al menos tres de las cinco protalimesadas se muestran sobre fondo gris.
Numero A: numero de acceso. B) Representacion pstjica de los motivos de MCOs Ne
xanthus, algunas bacterias. Los cuatro dominios del cebtén representados con los mismos
colores que en A. Los motivos ricos en metioniravakias MCOs estan representados como
rectangulos rosas.

4.3.4 ESTUDIO DEL PAPEL FISIOLOGICO DE CuoC EN EL CICLO DE
VIDA DE M. xanthus.

Para estudiar el papel de CuoC, una MCQMdeanthus, se realizd una fusion
entrecuoC y el genlacZ deE. coli que permitiera dilucidar el tiempo, niveles y dsta
de expresion de esta MCO en diferentes condicialeesrecimiento. Asimismo se
obtuvo un mutante de delecion en fase ma para comprender un poco mejor su
papel fisioldgico en esta deltaproteobacteria yocensu implicacién en relacién con el
ciclo de vida en presencia de cobre. Por ultimantentd determinar qué regulador era
el responsable de la expresion de CuoC, constroydéasiones traduccionales en
diversos mutantes de delecion en fase para distiatjuladores transcripcionales.

4.3.4.1. DETERMINACION DEL PERFIL DE EXPRESION DE cuoC

El perfil y nivel de expresion daioC se determiné utilizando la cepa portadora
de la fusion traduccional IM51CDWZY que permiticvcoer el codon de inicacion de
la traduccién para CuoC (Fig. 4.8). El analisislitatétivo indicaba que presentaba
expresion constitutiva y se inducia con altas coimaeiones de sulfato de cobre
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afadido al medio, tanto durante el crecimiento tay® como durante el ciclo de
desarrollo (Fig. 4.11).

1mM CTT 0,1 mM CF

Iy Qe
TXIrrr

Figura 4.11. Actividad cualitativhrgalactosidasa durante el crecimiento vegetativiT{G el
ciclo de desarrollo (CF) de la cepa portadora deidedn traduccionatuoC-lacZ. Los medios

de cultivo fueron preparados con un gradiente paoticreciente de sulfato de cobre, cuya
concentracion maxima se indica en la figura padaaaso. Las células se incubaron a 30°C
durante 48 h.

Para determinar los niveles de expresion, se ificantla actividad f-
galactosidasa presente en extractos celularedaleegs tras su crecimiento en medios
a los que se habia adicionado diferentes concémex de sulfato de cobre. La
cuantificacion se llevd a cabo siguiendo el praceeito descrito en el apartado
Material y Métodos. Como se puede observar en ta Eil2, tanto durante el
crecimiento vegetativo como durante el ciclo deade#io se mantiene un nivel basal
de expresion en ausencia de cobre que se ve imdymd la adicibn de altas
concentraciones de sulfato de cobre durante ehaietto celular en medio CTT.
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Figura 4.12. Actividad especificf-galactosidasa de la cepa JM51CDWZY durante A)
crecimiento vegetativo (medio CTT) y B) ciclo desdeollo (medio CF). Las células fueron
incubadas en los medios sin adicionar sulfato deec(azul) o con diferentes concentraciones
del metal. CTT: 0,3mM (verde); 0,6mM (rojo); 0,8n{Moleta). CF: 0,02mM (verde); 0,04mM
(rojo); 0,06mM (violeta).
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Durante el ciclo de desarrollo, los niveles deatalfde cobre utilizados deben
ser menores, ya que en estas condiciones las £éltamucho mas sensibles al metal.
En este caso se observa un incremento en la edpré&siucido por el ciclo de
desarrollo, siendo practicamente independienteadadiciéon de cobre al medio de
cultivo.

4.3.4.2. MUTANTE DE DELECION EN FASE PARA cuoC

La obtencién de este mutante de delecion implicaeliminacion del gen
practicamente al completo (93%), conservando soitar&3 codones incluyendo el de
inicio y el de terminacion del gen. Se mantieneaglén de iniciacion en fase con un
sitio de restriccion BamHI, y a continuacion sesayma una region cercana al extremo
3’ del gen donde se conserva el codon de terminati pauta de lectura no se altera,
evitando posibles efectos polares.

Este mutante sensible a kanamicina fue obtenidoiamiedla utilizacion del
vector pBJ113 (como se describe en el apartadoriiate Métodos), que permite la
obtencién de mutantes de delecion en fase utilzalus marcadores selectivos. En el
vector pBJ113 se clonaron dos fragmentos amplifisgubr PCR, uno de 881 pb y otro
de 711 pb, correspondiendo respectivamente a gméato que engloba el codon CTG
en posicion +1 del geouoC (denominado CuoC1l) y otro fragmento aguas abdjo de
mismo gen incluyendo el codon de terminacion (CyoC2

El primer fragmento (CuoCl) se amplific6 median®CR usando los
oligonucleotidos LcsCK y LcsCB2 (ver Tabla 3.2). dJmez se comprobd que su
tamafio era el adecuado, fue digerido con las esziteaestriccion Kpny BamHl, al
igual que el vector pBJ113. Ambos, vector y produt# PCR CuoC1, se sometieron a
ligacién, de manera que se obtuvo el plasmido pBIlioC1. Por otro lado, para la
obtencion del segundo brazo, se llevo a cabo igeratkenla amplificacion por PCR del
fragmento de 711 pb CuoC2 que, usando los oligedtidos LcsCB/LcsCE (Tabla
3.2). Este fragmento y el plasmido pBJ113-CuoCtoiueligeridos con las enzimas de
restriccibn BamHIly EcoRI, y el segundo fragmento fue clonado obtetuée el
plasmido pBJ118cuoC necesario para la construccion de una cepar@udelecion en
fase del geruoC.

Una vez obtenida la construccion anterior, el pldense electroporé eM.
xanthus. Las células electroporadas fueron cultivadas mediido suplementado con
kanamicina como se describe en el apartado Matefliéétodos, de modo que en este
medio solo podian crecer aquellas que hubierampocado el plasmido que contiene el
gen de resistencia a kanamicina (Fig. 3.8).

Tras varios dias de incubacion, algunas de lasiadaue crecieron en el medio
con kanamicina fueron seleccionadas como presynusitivas y analizadas mediante
Southern blot, para comprobar que habian incorpoehglasmido pBJ1¥uoC (Fig.
4.13A). A esta cepa se le denomixcuoCintermediario.

El siguiente paso consistio en la escision delteastara que esto tuviera lugar
se procedid al cultivo dacuoClntermediario en medio sin antibiotico. Al eliminiar
presion selectiva se favorece la pérdida del cageteentrecruzamiento entre las
regiones duplicadas (Fig. 3.8). Como se explical@partado Material y Métodos, este
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entrecruzamiento se puede producir entre el prongegundo producto de PCR y sus
respectivas regiones homologas del cromosoma méxtzbacteria. Como consecuencia
de ello se producira la liberacién del gen de tes@a a kanamicina y del gen de la
galactoquinasa. Dependiendo de la regiébn en qupraduzca el entrecruzamiento

obtendremos cepas con fenotipo silvestre, o sendt#esl mutante de delecion en fase
para este gen (Fig. 3.8). Aquellas bacterias equastuviera lugar esta recombinacion
homologa serian sensibles a kanamicina y podriaabokzar la galactosa, creciendo

mas rapidamente en un medio suplementado con slitancia.

Las colonias que crecieron en el medio con galadir®bién fueron cultivadas
en medio suplementado con kanamicina para comprajsr habian perdido
completamente la resistencia al antibiotico y nbidaestos de cepa intermediaria.
Finalmente se consiguieron ocho bacterias sensabtemamicina, que podian crecer en
presencia de galactosa. Estas bacterias se analizaevamente por Southern blot (Fig.
4.13B).

A) B)

15.924pb —p

9.498pb —»

<+— 8.205pb

Figura 4.13. Comprobacion de la cepa portadorandedelecion pareuoC JM51CIF mediante
Southern blot. A) Comprobacién de cepas intermediar portadoras del plasmido
pBJ113cuoC (calles 1 y 3) y de la cepa silvestre (contcalle 2). B) Comprobacion de
posibles mutantes de delcién pataC (calles 1, 2, 4 y 5) y de la cepa silvestre (aintralle

3). En ambos casos, la digestion de cromosomasatied con la enzima de restriccion Pstl y la
hibridacion se llevé a cabo con el producto de BDBC1 marcado con digoxigenina.

Todos los cromosomas fueron digeridos con la enziengestriccion Pstly la
sonda empleada para el revelado de la membranalfpeoducto de PCR CuoC1l
marcado con digoxigenina. La sonda debia hibridam an fragmento Pstl del
cromosoma de la cepa control DZF1 de 9.498 pb, tnaiemue en el caso de los
posibles mutantes de delecion hibridaria con ugniento Pstl de 8.205 pb. Esta
disminucién en el tamafio del fragmento identificadadebia a la eliminacion de 1.293
pb del gencuoC, correspondiente a 431 aminoaciddés cepa portadora de esta
delecion se denomin6é JM51CIF.
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4.3.4.3. CARACTERIZACION DE JM51CIF (AcuoC)

Para conocer el efecto de la deleciérca®C en el ciclo de vida dil. xanthus,
se analizaron diversas caracteristicas de |la aapadora de la delecion tanto durante el
crecimiento vegetativo como durante el ciclo de adedo, comparando su
comportamiento con el de la cepa silvestre DZF1.

4.3.4.3.1. Crecimiento Vegetativo

Tanto la cepa JM51CIF como la cepa silvestre fuerecidas en medio CTT
liguido con diferentes concentraciones de sulfateabre, para determinar el efecto de
la pérdida de CuoC ell. xanthus en estas condiciones. Como se muestra en la Fig.
4.14, la delecion de este gen afecta de algun nebawecimiento de las células en
presencia de altas concentraciones de sulfato loiee,caunque las diferencias no son
muy acusadas con respecto a la cepa silvestre.

10 '

D.0. 60

0,14

0,01 — T T — — T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 p

CuSO0, (MM)

Figura 4.14. Efecto del cobre en el crecimientoMiexanthus. La cepa silvestre DZF1 esta
representada por cuadrados negray rhientras que el mutante de delecion pawaC
JM51CIF esta representado por cuadrados blamjo&étas células se cultivaron en ausencia
de cobre y fueron diluidas a una densidad 6pticd, @& medida a 600nm, en medio de cultivo
fresco al que se habian adicionado previamentecdmeentraciones de sulfato de cobre
indicadas en cada caso. R@determinada tras 24 h de incubacién. Las barragrom
representan las desviaciones estandar.

Sin embargo la morfologia de parte de estas céutsentaba alteraciones, y la
proporcion de células afectadas era mayor cuansoafteiera la concentracion de cobre
utilizada en el medio de cultivo. Estas formas leeés alteradas aparecian esféricas en
lugar de tener el aspecto bacilar tipicoMiexanthus y aunque podian detectarse en la
cepa silvestre, se requerian concentraciones mayd/@ mM) y aparecian en menor
proporcion que en el caso deuoC, donde podian detectarse a partir de 0,7 mM de
sulfato de cobre (Fig. 4.15).
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T

Figura 4.15. Morfologia y ultraestructura de lakileés vegetativas de la cepa WT o el mutante
de delecion JM51CIF crecidos en medio CTT con Qy¥ de sulfato de cobre. Las fotografias
fueron tomadas mediante MET tras 72 h de incubadiénflecha blanca indica una forma
celular atipica en el mutante de delecion pact. Barras: 0,5 mm.

4.3.4.3.2. Ciclo de Desarrollo

El analisis de la estirpacuoC durante el ciclo de desarrollo en ausencia de
cobre adicionado al medio de cultivo CF mostré etraso en la formacion de cuerpos
fructificantes, manteniéndose cierta anomalia en rfoasmos incluso tras 72 h de
incubacion (Fig. 4.16), comparado con la cepa sifee Este retraso y anomalias fue
acompafiado de un descenso en la cantidad de miaSsmte las que se hizo un
recuento tal y como se explica en el apartado NéhtgeMétodos, reduciéndose a 1/3 de
las que presentaba la cepa silvestre en las misomaciones (Fig. 4.17A). Ademas, la
capacidad de germinacion se redujo incluso en mayporcion (Fig. 4.17B): tan solo
un 0,39% de las mixosporas deuoC fueron capaces de germinar, mientras que en el
caso de la cepa WT lo lograban un 11% de las mismas

0 0,02 0,04 0,06 0,08

WT

AcuoC

Figura 4.16. Efecto del cobre en la formaciéon derpos fructificantes. Las células
incubadas durante 24 h en ausencia de cobre fegermentradas a g de 15, y gotas de 10
puL de este cultivo concentrado se incubaron en mé&kodurante 72 h a 30°C con las
concentraciones de sulfato de cobre (mM) indicatasada caso. Barra: 1 mm

En presencia de sulfato de cobre, la cepa silveségenta una reduccion en el
namero de esporas a medida que aumenta la corméntdel metal. Sin embargo, el
mutante de delecion pacaoC presento incluso una mayor cantidad de mixospmwas
0,06 mM de sulfato de cobre que en ausencia dellrftag. 4.17A), formando esporas
capaces de germinar incluso con 0,08 mM (concedtraco tolerada por la cepa
silvestre). No obstante, la germinacion de espobésnidas con 0,06 mM de sulfato de
cobre estaba altamente afectada, y tan solo u2%,@e# las mismas fueron capaces de
originar colonias en un medio rico en nutrienteg.(F.17B).
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Figura 4.17. Cuantificacion de mixosporas (A) yngieacion de las mismas (B) en la cepa
silvestre (barras negras) o el mutante de delepayacuoC (barras grises). UFC: unidades
formadoras de colonias.

Cuando las mixésporas decuoC y de la cepa silvestre fueron estudiadas
mediante MET se observd que éstas eran idénticasdas las concentraciones de
cobre que fueron utilizadas, manteniendo el mutgaie cuoC la cubierta de las
mixdsporas inalterada incluso en condiciones dermiento con 0,08 mM de sulfato de
cobre (Fig. 4.18).

omMm 0,06mM 0,08mM Preadaptadas

Wae.

Figura 4.18. Efecto del cobre en la cubierta desfzora. La cepa silvestre (WT) y el mutante de
delecion parauoC (AcuoC) fueron cultivados en medio CF con las concerdrees de cobre
indicadas en cada caso, y los cuerpos fructifisargeogidos y tratados como se describe en el
apartado Material y Métodos. Fotografias a MET. imsdsporas formadas a partir de células
preadaptadas al cobre fueron obtenidas de cultrasdos en medio CF suplementado con 2
mM de sulfato de cobre en el caso de la cepa s#yes en el caso deécuoC con 1,5 mM de
sulfato de cobre, ya que este mutante no formaposefructificantes con concentraciones
superiores. Barras blancas: 1 mm. Barras negfasni@,

Tan sélo se observd deterioro de la cubierta desfgora cuando las células
fueron incubadas con concentraciones de cobre mudsoelevadas de las que toleran
estas cepas normalmente durante el ciclo de ddsaBajo estas condiciones, la cepa
AcuoC fue incapaz de agregar y esporular con conceatrasi de sulfato de cobre
superiores a 1,5 mM, mientras que la cepa WT Is@®gmia con concentraciones que
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alcanzaban 2,5 mM. Las esporas obtenidas para JAEDG 1,5 mM presentaban una
cubierta deteriorada como se puede observar €g.l4.&ES8.

Esta inusual resistencia al cobre se consiguequieando los cultivos en medio
liquido durante 24 h en presencia de una concediratibletal de sulfato de cobre,
como puede ser 0,6 mM. Andlisis realizados en nudaboratorio han determinado
que los mecanismos de resistencia al cobre sortisids, y por tanto al tratar las
células de este modo se consigue un estado deaptaeithn al cobre, dondé. xanthus
es capaz de tolerar mayores concentraciones dal omeho se mostré anteriormente en
esta seccion.

4.3.4.3.3. Actividad Cuproso Oxidasa en Extractos Celulares

Es conocida la capacidad que presentan las MCOsxar una amplia
variedad de compuestos aromaticos (fendlicos yndliicos) y metales, como los iones
cuprosos. Para determinar Bi. xanthus presentaba estas funciones se estudiaron
diversas actividades enzimaticas en extractosarelulde WT crecidos en presencia o
ausencia de cobre. No se observé oxidacion coruninge los compuestos aromaticos
utilizados con estos extractos (ABTS, SGZ, DMP)iopse pudo medir actividad
cuproso oxidasa en extractos celulares de la ciépestee y de varios mutantes de
delecion, entre ellos IM51CIF.

Para medir la oxidacién de iones cuprosos en estbactos, las células se
incubaron durante 24 h en ausencia y presencialgle ¢0,6 mM), ya que este ultimo
tratamiento permitia observar altos niveles dednofun paracuoC. Como se muestra en
la Fig. 4.19, los niveles de actividad especifit@didos como nmol de Cu () oxidado
por minuto y mg de proteina) que se alcanzabanedirnen extractos celulares de la
cepa silvestre y el mutante de delecion cuandceradicionaba cobre a los medios de
cultivo, eran muy similares. Sin embargo, se prauoa reduccion en la actividad al
comparar extractos celulares de la cepa silvesti® ynutante de delecién crecidos con
0,6 mM de sulfato de cobre. En la cepa silvestrebservaba un incremento de mas de
3 veces en la actividad cuproso oxidasa al cremercElulas en presencia de esa
concentracion de cobre durante 24 h. En el castcdeC, este incremento fue de tan
sblo 1,2 veces. Por tanto, la actividad de Cuo@bestiesempefiando un importante
papel en la detoxificacion de este metal en laglicones de cultivo empleadas.
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Figura 4.19. Actividad cuproso oxidasa en extracelslares de la cepa WT y el mutante de
delecion paracuoC en ausencia (barras blancas) o presencia de 0,&lenbulfato de cobre
(barras negras). Las células fueron incubadas tuganh a 30°C.
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4.3.5 ESTUDIO DE LA REGULACION TRANSCRIPCIONAL DE cuoC

Para abordar este trabajo, se introdujo el plasnddn la fusion
traduccional cuoC-lacZ en diversos mutantes de delecion para reguladores
transcripcionales (3 de ellos situados en la reGiRAd).

Los mutantes de deleciéon en fase utilizados duesteestudio fueron:

GEN PRODUCTO GENICO CEPA
MXAN_3426 Factor sigma de tipo ECF CorE JM51EIF
MXAN_3429 Regulador transcripcional de tipo AraC SIMraCIF
MXAN_3419-3418 Sistema de dos componentes CorSR1 51DV
MXAN_5263 Factor sigma de tipo ECF JM51E2IF

El mutante de delecion para CorSR1 habia sido mlatesn nuestro laboratorio
previamente por A. Moraleda-Mufioz. Los otros trestantes de delecion fueron
obtenidos en el transcurso de esta Tesis Doctoral.

En primer lugar, estos mutantes de delecion fueavacterizados en relacion al
cobre, tanto durante el crecimiento vegetativolig@ado curvas de crecimiento en
cultivo liquido) como durante el ciclo de desaodistudiando la sensibilidad al metal
y el efecto sobre la formacién de cuerpos fruciiies).

El cultivo en medio liquido durante 24 h de estagamtes y de la cepa silvestre
WT permitio identificar que el mutante pamarE presentaba una mayor sensibilidad a
altas concentraciones de CuS@ig. 4.20). El crecimiento en presencia de altas
concentraciones de Cupho se ve afectado cuando se delecionan los genes
correspondientes al regulador de tipo AraC, elofasigma de tipo ECF MXAN_5263,
o0 el sistema de dos componentes CorSR1.

O
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—0— A5263
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Figura 4.20. Curvas de crecimiento de la cepa Wadsymutantes de delecién para los genes
corE, araC, corSR1 y MXAN_5263.
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En cuanto al ciclo de desarrollo, el mutante pard& presentd igualmente la
maxima sensibilidad al metal (datos no mostradésmutante paraorSR1 también
habia sido caracterizado en nuestro laboratorge ynuestra mas sensible que la cepa
silvestre durante el ciclo de desarrollo a altasceatraciones de cobre. Los mutantes
sencillos para el regulador de tipo AraC o MXAN_8260 presentaron grandes
diferencias con respecto a la cepa silvestre (dataosostrados).

Por ultimo, se determiné cualitativamente el pede expresion de los
reguladores AraC y MXAN_5263 para ver si presentabapatron dependiente de
cobre. Estos ensayos mostraron que el factor signigpo ECF MXAN_5263 presenta
una expresion inducida por el ciclo de desarrdiig.(4.21A), mientras que el regulador
de tipo AraC no mostrd niveles de expresion dedesamediante el analisis de
actividadp-galactosidasa, en ausencia o presencia de cahte,durante el crecimiento
vegetativo (datos no mostrados) como durante kel dee desarrollo (Fig. 4.21B).

A) B)

48h 72h 96h 0 0,02 0,04

MXAN_5263-lacZ araC-lacz

Figura 4.20'. Deteccién de actividad cualitatprgalactosidasa durante el ciclo de desarrollo
(medio CF) de las cepas portadoras de fusionesschipnionales para los genes A)

MXAN_5263 a diferentes tiempos de incubacion y &ulador de tipo AraC durante 96 h de
incubacién con diferentes concentraciones de GU8M).

Por tanto, los reguladores transcripcionaleszatilos para este estudio engloban
dos implicados en la resistencia al cobre (CorE0ySR1), uno inducible mediante el
ciclo de desarrollo (MXAN_5263), y otro de funcidn relacionada con el cobre o con
el ciclo de vida dé. xanthus (AraC).

Aunque los niveles de expresiona@m®C se reducian en todos ellos de la misma
forma, en ningun caso desaparecian los niveleddsada expresion presentes en esta
cepa, manteniéndose en todas ellas (datos no mas)ir&s decir, 0 no existe un Unico
regulador para esta MCO, o no se ha podido locakizpresenta una ruta de regulacion
multiple.
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4.4 CARACTERIZACION DE LA MCO CuoB

4.4.1 REGION DEL GEN cuoB

El analisisin silico de la regién génica en que se encuentra el gercaplica
para CuoB parece indicar que tres genes formare gt mismo operéncuoB
(MXAN_3425), un gen que codifica para una proteleaflujo de la membrana externa
(MXAN_3424), y un factor sigma de la ARN polimeraga tipo ECF al que se ha
denominado CorE (MXAN_3426).

La proteina de eflujo de la membrana externaasiatituida por 486 residuos,
con un peso molecular tedrico de 52,6 kDa. Perteada misma familia de proteinas
OEP que la proteina de eflujo que se cotranscidbeasoC, con la que mantiene un
35,3 % de identidad, portando dominios conservadigstificados como PF02321 (E-
valor = 5,610 y 2,3x10™). Por otro lado, CorE es un factor sigma de la ARN
polimerasa que sera analizado en el siguienteaafmacon mas detalle.

Para definir los genes que forman parte del misp@én, se empled la técnica
de RT-PCR. Por el pequefio tamafio del transcrito @ necesaria una reaccion de
RT-PCR, siguiendo la estrategia expuesta en la #iglA, para asi verificar la
coexpresion de los genes MXAN_3480pB y corE.

A) B)
copB 3423 3424 cuoB  corE 3427 1 2 3
= C > —~—> O
<+ 320
LcsBOp ECFR 242
ADN
: 1: LcsBOp OMR 110

1 2: LesBOp OMF

Figura 4.21. Andlisis mediante RT-PCR para confirtag@xpresion de los genes MXAN_3424,
cuoBy corE. A) Las flechas indican el sentido de la retratcaipcion a partir del punto de
unién del cebador sobre el ARNm o de transcripeai@artir del ADNc. B) Producto de PCR
utilizando como molde ADNCc obtenido con el oligoladtido LcsBOp ECFR, y la pareja de
oligonucledtidos LcsBOp OMR y LcsBOp OMF. CalleMarcador de peso molecular VIII;
calle 2: control negativo; calle 3: PCR a partirAdaNc.

A partir de ARN aislado de un cultivo en fase deconiento vegetativo de la
cepa silvestre d®l. xanthus se siguio el procedimiento descrito en la sechéterial y
Métodos para llevar a cabo la reaccion de trangénpinversa. Con el ADNc obtenido
se realizé una amplificacion usando la pareja dgooucleétidos LcsBOp OMR y
LcsBOp OMF (Tabla 3.2). ElI fragmento obtenido atipade esta amplificacion
presentaba el tamafo esperado de 286 pb, comossevalen la Fig. 4.21B. Como
control negativo se utilizé muestra de ARNm simateanscribir.
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4.4.2 ANALISIS DE LA SECUENCIA DEL GEN cuoB (MXAN_3425)

El analisis de la secuencia del gen que codifera e MCO CuoB revel6 la
presencia de un ORF con 1.323 pb (Fig. 4.22), wadiflo para una proteina de 440
residuos aminoacidicos. El triplete consideradoa@aodon de inicio de la traduccion
corresponde a una secuencia ATG con un sitio ptebdb unién al ribosoma
(AGAGG) 10 pb hacia el extremo 5’, y presenta um ds codones tipico déd. xanthus
(Inouye et al., 1989), con el 88% de los tripletes conteniend® G en su tercera
posicion. La region situada justo por encima delocode iniciacion, compuesta por un
segmento de 43 pb no presenta secuencias consep@ageas de regiones promotoras
de la transcripcion. Estas secuencias deberan dskante del MXAN_3424, que se

coexpresa en el mismo ARNm.

TGACCTTCGCATTCACGGCACTTCGACATT@GAGGACACACCACC

1 - ATG GAC CGC AGR CAG TTC ATT CAG CTC GGC GCG CTC GCT GGG GGC ACG CTG GTC GCA AGC CAL GCC CTC GCG CAL GGL CLG TCC CAC GCC
1- M D R R Q F I Q L G L L i G G T L v A ] Q & L s Q G Q 5 H L

91 - GTG CCT TCC GCT CCC GTC AGC GCA CGC GCC AGG ACG CCG AGC ATC GTC GCT CCG GGC GGG CAG GTG GCC GTC ACC ACG CCC AAC GGC TCC
31 - W P =) A F v El A R A R T F 3 I v L P <] G Q v A v T T P N G =)

181 - ACG CTA CCC TGG AGG AAG GTG GGG GGC GTG ALG GTG GGC CAC CTG GTG GCC ATG CCT GTG AAG CAC ACC TTC GCC CCT GGG CTG GAG GTG
61 - T L P w R K v G G v K v G H L v P M F v K H T F A F G L E v

271 - Ghh GCG TGG GGC TAC AAC GGC TCG ACG CCA GGG CCC ACC ATC GAG GCG GTG GAG GGL GAG CGC CTT CGC ATC TAC GTC ACC RAC CGG CTG
91 - E i w G v o) G 3 T P o3 P T I E i v E G E R L R I ¥ v T M R L

361 - CCT GAG CCG ACC ACC GTG CAC TGG CAC GGG CTC ATC ATT CCC AAT GGC ATG GAT GGC GTG TCC GGG CTG AAC CAG CGC CCC ATC GCC CCC
1Z1 - P E P T T v H u H G L I I P N G hio D <] v =) G L N Q R P I A F

451 - GGL GLL ACG TTC GCC TAC GAG TTC ACG CTG AAC CAG CCG GGC ACG TAC ATG TAT CAC CCG CAC TAC GAC GAG ATG ACC CLG ATG GCG CTG
151 - G E T F P T E F T L ol Q F G T T u T H P )z | ¥ D E .S T Q H i L

541 - GGG ATG ATG GGC ATG TTC ATC GTC CAT CCG ALG CGT CCG CGC GGC CCG AAG GTG GTC CGC GAC TTC GCG CTG ATG ACG CALC GAG TGG LAG
181 - G n | G u F I v H P K R 3 R G P K v v R n F i L " T H E w K

631 - GTG CTT CCA GGC ATG CGC CGG CCG GAC CCC AAC GOG ATG AGC GAC TTC AAT GTC CTC ACG TTC AAC TCC AAG GCC TTC CCG GCC ACC GAG
211 - W L P G hio R R P D P N A I 3 g F N v L T F N =) K A F P A T E

721 - CCG CTC GTC ATC GGA CGC AGG GAG CGG GTG CGC ATC CGC CTG GGG AAT CTG TCC GCC ATG GAC CAC CAC CCC ATT CAC CTG CAT GGC CTG
241 - P L v I o] R R E R v R I R L G n L 5 A n o H H P I H L H e L

811 - TCC TTC GAL ATG ACG GGG ACG GAT GGG GGC TTC GTC CCC GAG TCC GCC CGC TAC CCG GAG ACT TCG ATC CTG GTG CCG GTG GGG AGC ACC
271 - 8 F E M T G T D G G F v 3 E a5 i R v P E T 5 I L v 3 v G 5 T

901 - CGG GTC ATC GAG TTC GTC GCG GAC GAAR CCG GGT GAC TGG GCC ATG CAC TGC CAC ATG ACC CAC CAC GTG ATG AAC CAG ATG GGA CAC GCG
301 - R v I E F v A g E P o] D L) A n H < H il T H H v his N Q n G H L

991 - GGT CCG GTG ACG CTG GGC GCT GAC GCA CGG GCC ATC GAC CGG CGG GTG CAG GCG CTG GTG CCG GGG TAC ATG ACG ATG GGG CAG GALT GGC
331 - G P v T L G i D L R P I D R R v Q Py L v P G T M T n G Q D o]

1081 - ATG GGC GGC ATG GAR GAG ATG GGC ATG CCA ATG CCG GCC AAC AGC ATT CCC ATG AAG GGC GGL AALG GGG CCC TTC GGC CCC ATC GAC ATG
361 - M G G n E E M G n P u P i N a3 I P n E G G K G P F G P I o |

1171 - &30 GGC ATG TTC ACG CTC CTC AAG GTG CGC GAG AAC CCG GAC ACC GAG GAT GGG AGC GGC TGO TAC GTG CAC CCG AAG GGG ACG GTG GCG
391 - G <] n F T L L E v R E N F g T E D <] 3 G w T v H P K 2] T v A

1261 - GLAL AAG GCC GAC CCG GTG CGC ATG GAC GCG GAC GGC ATC AT CCG GAC GTG CGC TTT GGT TGL
421 - E E i D P v R n D L D =3 I n P D v R F G
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Figura 4.22. Secuencia de codones del geoB al completo. EI motivo de secrecion
reconocido por el sistema Tat aparece enmarcadujerEl probable sitio de unién al ribosoma

aparece en azul y el codén de terminacion del gtariar en rojo.

4.4.3 ANALISIS DE LA SECUENCIA DE LA MCO CuoB

CuoB presenta una secuencia aminoacidica de 4i@uos, con un peso

molecular y pl estimado de 47,7 kDa y 6,68 respaciente.

Cuando la secuencia de aminoacidos de esta prdtedneomparada con otras
depositadas en las bases de datos, se observGapsmtpba las 4 regiones tipicas de

unidén al cobre para este tipo de enzimas (Fig.)4.28i como una zona

rica en

metioninas en su extremo carboxilo terminal comda gue presentan otras MCOs
como las proteinas CopA dgrobacterium tumefaciens y Bradirhizobium japonicum,

0 la MCO1 deRhizobium meliloti (Fig. 4.24).
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La proteina CuoB tiene una localizacion periplasimiga que carece de
dominios transmembrana y posee un péptido sefial deénido para el sistema Tat
(Lee et al., 2006, Bendtsemrt al., 2005) en su extremo N-terminal formado por los
aminoacidos RRQFI, seguido de una region hidrotdliig. 4.22).

La similitud con CuoC es del 69%. Ambas presentendistancia relativamente
corta entre los dominios Il y lll (Fig. 4.23B) y aimegion rica en metioninas en sus
extremos C-terminales. Ademas muestran una idehtilel 56,18% cuando sus
secuencias proteinicas son comparadas.

A)
3 3 1 2 3 31 3 1

Proteina/NUmero A Il Il 1\
CuoB/ABF86571 GTYMYHPHY HPI HLHG WAMHCHMTHH
CuoC/ABF89931 STNMYHSHH HPI HLHG WALHCHMTHH
CumA/AAL04024 GSYWYHPHV HPI HLHG WMFHCHVI DH
CopA/P12374 GTYWYHSHS HPI HLHG WAYHCHLLYH
PcoAIQ47452 GTYWYHSHS HPI HLHG WAYHCHLLYH
CueO/P36649 ATCWFHPHQ HPFHI HG YMAHCHLLEH
B)

CuoB [ | I I T 1 I ]

CuoC | 1| | | I — ]

CumA [ | | I |

CopA [ 1| | I [ i 1]

PcoA | I I I I I 1]

CueO| - : I L I | : ‘

0 100 200 300 400 500 600 700
Aminoacidos

Figura 4.23. A) Alineamiento de los 4 dominios debre de CuoB y CuoC con los de otras
MCOs de bacterias. Los residuos histidina y cistémplicados en la coordinacién de los
atomos de cobre han sido humerados de acuerdoeriro ael cobre del que forman parte
(1:T1; 2:T2; 3:T3). Los residuos invariables ena®ths proteinas se muestran sobre fondo rojo,
verde, azul o amarillo, segun formen parte de losivos |, I, Il o IV respectivamente. Los
residuos conservados en al menos tres de las pintginas alineadas se muestran sobre fondo
gris. Numero A: numero de acceso. B) Representasgnematica de los motivos de MCOs de
M. xanthus, algunas bacterias. Los cuatro dominios del c@stén representados con los
mismos colores que en A). Los motivos ricos en anétias de varias MCOs estan
representados como rectangulos rosas.
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Figura 4.24. Alineamiento de la secuencia amindezide las MCOs CuoB y CuoC dé.
xanthus y otras MCOs. En rojo sobre fondo amarillo apamneeeninoacidos conservados
pertenecientes a las regiones ricas en histidineactisticas de algunas MCOs,
correspondientes a las 4 regiones de union delECwesto de aminoacidos conservados se
muestran en blanco sobre fondo rojo. En la panpersar se muestra la probable estructura
secundaria de la proteina CuoB Bk xanthus en rojo, y de CuoC en azul. Las flechas
corresponden a hojismientras que las estructuras helicoidales a tsélice
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4.4.4 IMPLICACION DE CuoB EN EL CICLO DE VIDA DE M. xanthus Y
RELACION CON LA RESPUESTA AL COBRE

Como se comentd anteriormente, este tipo de pestgineden estar implicadas
en el metabolismo, regulacién y homeostasis detecen diversos organismos. Para
estudiar el papel de CuoB, al igual que en el aesdCuoC, se realiz6 una fusion
transcripcional entre el codén de iniciod®B y el genlacZ deE. coli. Asimismo se
obtuvo un mutante de delecion en fase pamB y se consiguid determinar qué
regulador era el responsable de su expresion.

4.4.4.1. DETERMINACION DEL PERFIL DE EXPRESION DE cuoB

El perfil y nivel de expresion daioB se determiné utilizando la cepa portadora
de la fusion transcripcional JM51BZY. Esta cepa db¢enida siguiendo el protocolo
descrito en el apartado Material y Métodos parahincion de fusiones con el gen
lacZ de E. coli. Para ello se amplific6 una region situada jusites del codén de
iniciacion con la pareja de oligonucleotidos LcsBKyg LcsBBamA (Tabla 3.2),
obteniéndose un fragmento de 818 pb que fue dmgygridteriomente con las enzimas
de restriccion Kpnly BamHI. Este fragmento fue insertado en un vepiiv481
digerido con las mismas enzimas de restriccione@éhdose el plasmido pKY481-
CuoB), e introducido en el genoma d¢. xanthus mediante electroporacion y
recombinacion homologa. Posteriormente se compmudfiante la técnica de Southern
blot que la construccion se habia integrado cameente (Fig. 4.25).

12

231 —

94 —

43 —

23 —
20 —

Figura 4.25. Comprobaciéon de la cepa portadora rde fusion transcripcional pareuoB
JM51BZY mediante Southern blot. Los cromosomasadsepa silvestre y de la cepa portadora
de la fusidon fueron digeridos con la enzima dericesén Xhol, y posteriormente hibridados
con una sonda que cubria una region algo mayorlaudilizada para construir la fusion
transcripcional. En el caso de la cepa silvestafle(d) aparaecen dos bandas (2.588 y 5.438
pb), puesto que existe un sitio Xhol en el fragmeniizado como sonda. En el caso de la cepa
JM51BZY (calle 2) aparecen tres bandas (2.588,93y89.376 pb), pues el plasmido aporta un
nuevo sitio Xhol. Los numeros de la izquierda cgpomden a kb del patrébn de pesos
moleculares utilizados.

El analisis cualitativo de esta cepa (mediante acimiento en medios de
cultivo sdlidos suplementados con X-Gal; Fig. 4,26%i como las posteriores
determinaciones cuantitativas (medida de activigadalactosidasa; Fig. 4.27)
mostraban una expresién no detectable (al menoggias técnicas) de este gen en
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ausencia de cobre, ni durante el crecimiento végetaomo tampoco en el ciclo de
desarrollo.

imM 0,1mM

OmM 0,3mM 0,6mM

CTT

CF

OmM 0,02mM 0,04mM

CTT CF

Figura 4.26. Actividad cualitativhrgalactosidasa durante el crecimiento vegetativiT{G el
ciclo de desarrollo (CF) de la cepa portadora daden transcripcionatuoB-lacZ JM51BZY.
Los medios de cultivo fueron preparados con lag@atnaciones indicadas en el panel derecho
0 con un gradiente continuo creciente de sulfatoati®e cuya concentracion maxima se indica

en la figura para cada caso. Las células se inoakm@B0°C durante 24 h en el panel izquierdo,
y durante 2 h en el derecho.
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Figura 4.27. Actividad especifigagalactosidasa de la cepa JM51BZY durante A) criecito
vegetativo (medio CTT) y B) ciclo de desarrollo flieeCF). Las células fueron incubadas en
los medios sin adicionar sulfato de cobre (azugoo diferentes concentraciones del metal.
CTT: 0,3 mM (verde); 0,6 mM (rojo). CF: 0,02 mM (de); 0,04 mM (rojo).

La induccion del promotor d=ioB presentd una respuesta dependiente de cobre
durante el crecimiento vegetativo, alcanzando mésimiveles de actividad con 0,3
mM de cobre que con 0,6 mM, lo que indica que wasponder eficientemente frente a
bajas concentraciones de cobre. Esta induccionzdba un maximo de actividad a las
dos h de exposicion al metal, disminuyendo posteente esos niveles de manera
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drastica (casi 9 veces en el caso de 0,6 mM datsule cobre, y unas 12 veces en el
caso de 0,3 mM de cobre), lo que sugiere que efl® Kbrma parte de la respuesta
primaria al cobre. Otros metales como Ag, Au, Cd, B2, Ni, y Zn, no fueron capaces
de inducircuoB.

Durante el ciclo de desarrollo la expresion se mostlgo diferente,
alcanzandose valores inferiores de actividad. Heydpstacar que la concentracion de
cobre utilizada fue 10 veces menor que en el cabardcimiento vegetativo, pues las
células son mas sensibles al metal en esta ethp@sherollo. La induccion por cobre
no se produjo de manera tan rapida, alcanzanddsedades maximas tras 8 h de
incubacion (en lugar de 2 h como en el crecimiembgetativo). Ademas, las
concentraciones de cobre utilizadas promovian iemos niveles de expresion, sin que
existiera una dependencia con la concentracioizadé. Por otro lado, el descenso en
los niveles de expresion conforme aumentaba elptiehe incubacion no fue tan
drastico como en el caso del crecimiento vegetdfiy® 1,7 veces).

4.4.4.2. MUTANTE DE DELECION EN FASE PARA cuoB

La obtencién de este mutante de delecion implicaeliminacion del gen
practicamente al completo (98%), conservando sailtenEl codones que contienen el
cododn de inicio y el de terminacion del gen. Setiear el codon de iniciacion en fase
con un sitio de restriccion BamHI, y a continuacg@nconserva una region cercana al
extremo 3’ del gen donde se conserva el codonrddrtacion. La pauta de lectura no
se altera, evitando posibles efectos polares egdonss que se encuentran por debajo de
CUOB.

Este mutante sensible a kanamicina fue obtenidoiamiedla utilizacion del
vector pBJ113 (como se describe en el apartadoridiayeMétodos), del mismo modo
que han sido construidos los mutantes de deleciferiarmente mencionados. En el
vector pBJ113 se clonaron dos fragmentos amplidisgubr PCR, uno de 905 pb y otro
de 812 pb, correspondiendo respectivamente a gméato que engloba el codén ATG
en posicion +1 del geauoB (denominado CuoB1) y otro fragmento hacia el fishell
mismo gen incluyendo el coddn de terminacion (fragim CuoB2).

El primer fragmento (CuoBl) se amplificO median®CR usando los
oligonucledtidos LcsBXba/LecsBB2 (ver Tabla 3.2).dJwez que se comprobd que la
amplificacion se habia producido correctamente, digerido con las enzimas de
restriccion Xbal y BamHlI, al igual que el vectorJiB3. Ambos, vector y producto de
PCR CuoB1, se sometieron a ligacion, de manerasquabtuvo el plasmido pBJ113-
CuoBl1. Esta construcciéon fue comprobada mediagtstiones de restriccion. Por otro
lado, para la obtencion del segundo fragmento, le@d la cabo igualmente la
amplificacion por PCR del fragmento de 812 pb Cuaid® contiene el codon
terminacion del geouoB, usando los oligonucleotidos LcsBB/LcsBE (Tabl2) 3Este
fragmento y el plasmido pBJ113-CuoB1 fueron digesidon las enzimas de restriccion
BamHI y EcoRI, y el segundo fragmento fue clonado obtetoée el plasmido
pBJ113\cuoB necesario para la construccion de una cepamamelecion en fase del
gencuoB.

Una vez obtenida la construccion anterior, y real#s las pertinentes
digestiones de comprobacion, el plasmido se elgotéioenM. xanthus. Las células
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electroporadas fueron cultivadas en medio soligiestentado con kanamicina como
se describe en el apartado Material y Métodos, ddonque soélo pudiera crecer
aquellas células que hubieran incorporado el pl@sneon el gen de resistencia a
kanamicina (Fig. 3.7).

Tras varios dias de incubacion, algunas de lasiadaue crecieron en el medio
con kanamicina fueron seleccionadas como presynusitivas y analizadas mediante
Southern blot, para comprobar que habian incorpoehglasmido pBJ1¥ZuoB. A
esta cepa se le denomifnduoBIntermediario.

El siguiente paso consisti6 en la escision del teassgiminando la presion
selectiva (apartado Material y Métodos; Fig. 318)s colonias que crecieron en el
medio con galactosa también fueron cultivadas esiorgiplementado con kanamicina
para comprobar que habian perdido completamentesiatencia al antibiético y no
habia restos de cepa intermediaria. Finalment®msgiguieron ocho bacterias sensibles
a kanamicina, que podian crecer en presencia detgsh. Estas bacterias se analizaron
nuevamente por Southern blot (Fig. 4.28).

Todos los cromosomas fueron digeridos con la endiengestriccion Xhqly la
sonda empleada para hibridar la membrana fue dupto de PCR CuoB1 marcado con
digoxigenina. La sonda debia hibridar con un fragime&hol del cromosoma de la cepa
control DZF1 de 2.582 pb, mientras que en el casloslposibles mutantes de delecién
hibridaria con un fragmento Xhobde 1.292 pb. Esta disminucion en el tamafio del
fragmento identificado se debia a la eliminacion 1290 pb del gencuoB,
correspondiente a 430 aminodacidios cepa cuyo analisis por Southern blot presentd un
tamafio de 1292 pb en la calle 4 de la Fig. 4.2&é&keccionada, y como portadora una
delecion en fase pacaioB se le denomind JM51BIF.

123456 7 8 9101112

2.582 pb—»

1.292 pb—»

Figura 4.28. Comprobacion de la cepa portadorandedelecion parauoB JM51BIF mediante
Southern blot Posibles mutantes de delecién gaoB (calles 1, 3, 4, 6, 7,9, 10y 12) y cepa
silvestre (calles 2, 5, 8 y 11). La digestibn demmwsomas se realiz6 con la enzima de
restriccion Xhol y la hibridacién se llevé a calmneel producto de PCR CuoB1 marcado con
digoxigenina. El tamafio de los fragmentos se indicta figura.
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4.4.4,3. CARACTERIZACION DE JM51BIF (AcuoB)

Para conocer el efecto de la deleciércaeB en el ciclo de vida dM. xanthus,
se analizaron diversas caracteristicas de |la capadora de la delecion tanto durante el
crecimiento vegetativo como durante el ciclo de adeflo, comparando su
comportamiento con el de la cepa silvestre.

4.4.4.3.1. Crecimiento Vegetativo

Tanto el mutante de delecion pax&®B como la cepa silvestre fueron crecidas
en medio CTT liquido con diferentes concentraciodescobre, para determinar el
efecto de la pérdida de CudBvivo en M. xanthus. Como se muestra en la Fig. 4.29, la
delecion de este gen hace que la cepa mutantesg®mas sensible frente al cobre,
inhibiéndose su crecimiento cuando las concentnasiale sulfato de cobre utilizadas
alcanzan los 0,5 mM, mientras que la cepa sileestrcapaz de tolerar concentraciones
de hasta 0,9 mM.

10 ¢

0,1 1

D.0. 400

0,01 |

0,001

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
CuSO, (mM)

Figura 4.29. Efecto del cobre en el crecimientoMiexanthus. La cepa silvestre DZF1 esta
representada por cuadrados negmsriientras que el mutante de delecion maaB JM51BIF
esta representado por cuadrados blancpsHstas células se cultivaron en ausencia de gobre
fueron diluidas a una densidad 6ptica de 0,05 raedi®00nm, en medio de cultivo fresco al
que se habian adicionado previamente las concentescde sulfato de cobre indicadas en cada
caso. D@y determinada tras 24 h de incubacién. Las barraserder representan las
desviaciones estandar.

4.4.4.3.2. Ciclo de Desarrollo

El andlisis de la estirpacuoB durante el ciclo de desarrollo en ausencia de
cobre adicionado al medio de cultivo CF mostré etraso en la formacion de cuerpos
fructificantes, recuperandose parcialmente tras M4&e incubacion (Fig. 4.30),
comparado con la cepa silvestre. EI numero y cdpdcide germinacion de las
mixosporas obtenidas a partir de células cultivattasdicion de cobre fueron similares
a los obtenidos en el caso de la cepa silvestge 4F16).

En presencia de cobrAacuoB.presenta una reduccién en el nimero de esporas
conforme aumenta la concentracion del metal muylasira la cepa WT (ver apartado
4.1). La capacidad de germinacion de esporas tampmesentd diferencias
significativas cuando ambas estirpes fueron condaaraAsimismo, no se aprecio
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ningun tipo de alteracion al observar las mixospoaa MET, ya proviniesen de
crecimiento en medios de cultivo suplementados sumlementados con sulfato de
cobre. Sin embargo, el mutante de delecion pan® fue mucho mas sensible que la
cepa silvestre, igual que se observo durante eingiento vegetativo, no tolerando
concentraciones superiores a 0,03 mM (Fig. 4.3@ntras que la cepa silvestre soporta
concentraciones de hasta 0,06 mM.

Figura 4.30. Efecto del cobre en la formacion derpos fructificantes. Las células incubadas
durante 24 h en ausencia de cobre fueron concestea® @, de 15, y gotas de 10 de este
cultivo concentrado se incubaron en medio CF dardfth a 30°C con las concentraciones de
sulfato de cobre (mM) indicadas en cada caso. Bamam

4.4.5 ACTIVIDAD DE CuoB

4.4.5.1. ACTIVIDAD CUPROSO OXIDASA EN EXTRACTOS CELULARES

Como en el caso de CuoC, se trato de identificafeeto de la delecion drioB
en la actividad cuproso oxidasa que presentabarextsctos celulares de la cepa
silvestre comparada con el mutante de deleciongseaMCO. Para medir la oxidacion
de iones cuprosos en estos extractos, las célalascabaron durante 1 y 24 h en
ausencia y presencia de cobre, y se utilizé uneesdracion de sulfato de cobre inferior
a la empleada en el caso del mutante paw@ que no afectara la viabilidad celular (0,3
mM).

Al determinar la oxidacion de iones Ten extractos del mutante de delecion
paracuoB y compararlos con los resultados obtenidos patapa silvestre, se observé
con sorpresa un incremento de actividad en el neidandelecion. Como se observa en
la Fig. 4.31A, tras una hora de incubacién en atiaem presencia del metal (tiempo
donde se alcanzaban altos niveles de expresiorcpaBy la actividad cuproso oxidasa
para AcuoB fue de 2 a 3 veces superior que en el caso deda silvestre. Este
incremento se mantuvo en ausencia de cobre tras @4 incubacion (Fig. 4.31B),
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alcanzandose los mismos niveles de actividad pamaas cepas cuando las células
fueron cultivadas en presencia de 0,3 mM de sutfatcobre pasado este tiempo.

A) B)

140 4 140 -

120 1 120

100 100 4
8

% 80 80
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3

g o 0
he)
=
S

< 40 40

20 20

o 0-

0 mM 0,3 mM 0 mM 0,3 mM

Figura 4.31. Actividad cuproso oxidasa en extractlslares de la cepa WT (barras blancas) y
el mutante de delecion paraoB (barras negras) en ausencia o presencia de 0,8eargdlfato

de cobre, recogidos tras diferentes tiempos debawdn. A) Las células fueron incubadas
durante 1 h a 30°C. B) Cultivos incubados duraate 8 la misma temperatura.

4.4.5.2. EXPRESION HETEROLOGA DE CuoB

Ya que los resultados de actividad obtenidos cereltractos celulares no eran
claros, se decidio trabajar con la proteina paifec Para demostrar que CuoB es una
MCO, y determinar frente a qué tipo de sustratesgmta mayor especificidad, el gen
que codifica para esta proteina fue clonado unoved® expresion que permitiera
obtener altos niveles de induccion de esta prateitiizando cultivos dée. coli. Para
ello se amplific6 mediante PCR el gen CuoB, utiitda la pareja de oligonucle6tidos
CuoB.NdeForward y CuoB.BamReverse (Tabla 3.2), peenitian incorporar dos
sitios de restriccion en cada extremo (Ndel y Bamyilde este modo insertar el
fragmento asi amplificado en la orientacion coaeél vector utilizado para tal fin,
pET24a, fue digerido con las mismas enzimas ddaeisin y se llevo a cabo el proceso
de ligacion. A continuacion, el producto de ligacs®e utilizé para transformar células
competentes d&. coli de la cepa JM109, gracias a las cuales se consiguidon
positivo denominado pNGCuoB24a. Este plasmido fweeusnciado con los
oligonucleodtidos universales T7 y T7Rev, y se carbprque no portaba mutaciones
indeseadas. Para sobreexpresar la proteina stotradda cepa BL21 St&f (DE3) de
E. coli (ver Material y Métodos; 3.1.1).

Para comprobar que la proteina se expresaba adegraantidades, se llevd a
cabo un ensayo en el que se inducia la sintesBud8 enE. coli (detallado en el
apartado 3.2.7; Material y Métodos). El analisidiaete SDS-PAGE de las muestras
anteriores permitié identificar la sobreexpresi@nuta proteina con un peso molecular
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aproximado de 37 kDa, menor al esperado para C4ioB kDa), y la mayor parte de la
proteina sobreexpresada se encontraba en la fndosidluble (Fig. 4.32).

CuoB

/ 1:Extracto total
g 2:Extracto total (‘induccion)
z v 3:Fraccion soluble
— "
— v 4:Fraccion soluble (‘induccién)

37 kDa - 5:Fraccion insoluble

6:Fraccion insoluble (finduccién)

Figura 4.32. SDS-PAGE tefiido con azul comassie nyuestra la sobreexpresion de CuoB. Los
cultivos fueron incubados a 30°C hasta que alcanaama D@y de 0,7, donde se recogié una
muestra de la que se obtuvo el extracto total ylil@sentes fracciones. En ese punto se llevo a
cabo la induccion, adicionando IPTG 0,1 mM y maigedo las células en cultivo durante 6 h
mas. Posteriormente se recogieron estos cultives gbtuvo el extracto total y las diferentes
fracciones (*induccion). El peso molecular corregfmal marcador utilizado (St).

La expresion de CuoB ha sido puesta a punto poad)wP. y Chen, Z.J. en el
MET (Microbial and Enzyme Technology), laboratorio dirigido por la Dra. Martins de
la Universidad Nova de Lisboa. Alli, la proteina $ido sobreexpresada &n cali,
utilizando la misma cepa (BL21 St4), pero coexpresando el vector pNGCuoB24a
con el plasmido pGro7, que porta los genes paraHaperonas GroES-GroEL. La
expresion conjunta de estas chaperonas mejoragampiento de proteinas.

Las condiciones de induccion han sido 30°C hasi@nahr una Dgy, de 0,6;
inducciéon con 0,1 mM de IPTG y 250 mM de CyQ@hantenimiento de la incubacion
en agitacion (160 rpm) durante 4 h a 25°C; contidqmade la incubacion a 25°C
durante aproximadamente 12 h (por la noche) sita@gn. Este tratamiento mejora la
obtencién de MCOs con los 4 atomos de cobre quendpbrtar (Duract al., 2008).
Posteriormente, se recogieron los cultivos mediaatgrifugacion y las células fueron
lisadas utilizando una prensa francesa. Tras fegdn este lisado, el sobrenadante (que
contenia la fraccion soluble) fue utilizado paraifjpar CuoB. Esto se llevo a cabo
mediante dos pasos de purificacion: un primer pBsepurificacion por cromatografia
de intercambio i6nico utilizando columnas con SR®sa; y un segundo paso de
filtracion en gel, utilizando columnas cargadas Smperdex 75 HR 10/30. Todas las
purificaciones se llevaron a cabo a temperaturaieart utilizando un sistema FPLC
(Akta-FPLC; Amersham Biosciences).

La proteina asi obtenida fue comprobada mediamiecetemetria de masas
(MALDI-TOF-MS) tras una digestion con tripsina, con valor de identificacion de 80,
cubriendo un 30% de la secuencia. Ademas, se bBewabo una cromatografia de
exclusién por tamafio utilizando columnas de Supet@s” 10/300 GL. Esto permiti6
identificar que CuoB estaba formando dimeros, meebtuvo un peso molecular
experimental de la proteina en su conformaciorvaatée 102 kDa.
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4.4.5.3. ANALISIS DE LA ACTIVIDAD DE CuoB

En el mismo laboratorio (MET), se ha estudiadedpecificidad de sustrato de
CuoB. Los ensayos de actividad con la proteinarbletga han demostrado que ésta
presenta cierta actividad frente al sustrato amomato fendlico ABTS, pero las
mayores actividades observadas han sido las quanlk cabo la oxidacion de hierro y
cobre: cuproso oxidasa y ferroxidasa (Tabla 4.8).ténto, CuoB formaria parte de las
metalooxidasas dentro de la familia MCOs.

Tabla 4.2.Especificidad de sustrato daddeina recombinante CuoB
SUSTRATO K, (MM))  k_(minY)  k_, /K _(M?*min?)

Cu(l) 43 +7 225+ 14 520 X ]_o4
Fe(ll) 96+25  434%14  450x 10
ABTS 88+20 55+13  §3x10
DMP  1240+122 5#1 04x10

4.4.6 ESTUDIO DE LA REGULACION TRANSCRIPCIONAL DE cuoB

Para abordar esta idea, se introdujo el plasmadola fusién transcripcional
cuoB-lacZ en diversos mutantes de delecion para reguladaaascripcionales. Los
mutantes de delecion en fase utilizados duranéeesstidio fueron:

GEN PRODUCTO GENICO CEPA
MXAN_3426 Factor sigma de tipo ECF CorE JM51EIF

MXAN_3419-3418 Sistema de dos componentes CorSR1 51DV

El pldsmido portador de la fusi@noB-lacZ fue electroporado en estos mutantes
de delecion, y las colonias que fueron capaces@eicen medio suplementado con
kanamicina fueron analizadas mediante Southern o comprobar que habian
incorporado la construccion correctamente (datonostrados).

Posteriormente, se analizO la actividgdgalactosidasa en las estirpes
seleccionadas, portadoras de la fusiécZ paracuoB, y que fueron denominadas
JM51EBZY (AcorE cuoB-lacZ) y IM51DBZY (AcorSR1 cuoB-lacZ). Esta actividad se
compard con la que presentaba la cepa silvestresicorismo plasmido (JM51BZY),
mediante el analisis cualitativo, cultivando lasstcepas en medios a los que se habia
adicionado diferentes concentraciones de sulfatmbee.

Como muestra la Fig. 4.33A, la expresionpdgalactosidasa pareuoB en el
mutante del sistema de dos componentes CorSRlaknamenos cualitativamente,
idéntica a la mostrada por la cepa silvestre portade la misma fusion transcripcional.
Sin embargo, en el caso del mutante panrdk con la fusién decuoB no se podia
observar coloracion azul en las placas en todaadignte de concentraciones. Este
resultado fue corroborado mediante la cuantificadi@ esta actividad en extractos
celulares. Por tanto, CorE esta regulando compbatgaria transcripcion dwzioB.
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imM B DB 0,imM B DB ImM B EB 0,lmM B EB

CTT CF CTT CF

Figura 4.33. Actividad cualitativi-galactosidasa durante el crecimiento vegetativioT{G el
ciclo de desarrollo (CF) de varias estirpes poragiale la fusién transcripcionalioB-lacZ.

Los medios de cultivo fueron preparados con unignael continuo creciente de sulfato de
cobre, cuya concentracion maxima fue de 1 mM erasb del medio CTT y de 0,1 mM para
CF. La zona de maxima concentracion se representa pase mayor del triangulo adyacente a
cada figura. Las células se incubaron a 30°C derd8th. B: JM51BZY uoB-lacZ); DB:
JM51DBZY (AcorSR1 cuoB-lacZ); EB: IM51EBZY (corE cuoB-lacZ).
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4.5 CARACTERIZACION DEL FACTOR SIGMA DE TIPO ECF CorE

Ya que la expresion de la MCO CuoB estéa regulad&prE, factor sigma de la
ARN polimerasa de tipo ECF con el que se coexpi@sg. 4.21), se decidio
profundizar en su estudio.

El estudio en profundidad de CorE ha permitido a&tnar que esta proteina esta
implicada en la homeostasis del cobreMerxanthus, regulando la expresion de genes
implicados en este procesdo actla con un antisigma, como ocurre en la inmens
mayoria de ECFs descritos hasta la fecha; necasita para unirse al DNA (al menos
in vitro), lo que también es algo excepcional tratAndoseurlefactor sigma; su
mecanismo de actuacion esta regulado por el es@aadxidacion del cobre, y presenta
un sistema de sensibilizacién/desensibilizacion lgupermite responder rapidamente
frente a una situacion de estrés generada por.cobre

4.5.1 ANALISIS DE LA SECUENCIA DEL GEN corE (MXAN_3426)

El andlisis de la secuencia del gen que codifica garE reveld la presencia de
un ORF con 636 pb, codificando para una protein2lderesiduos aminoacidicos, con
un uso de codones tipico d& xanthus (Inouyeet al., 1989) al presentar G/C en la
tercera posicion en el 83 % de los tripletes (Bi¢4). La region situada justo por
encima del codon de iniciacidbn, compuesta por wmsato de 58 pb no presenta
secuencias conservadas propias de regiones pr@satela transcripcion, lo cual no es
de extrafar teniendo en cuenta @oeE se coexpresa con MXAN_3424cyoB. Sin
embargo, como sera demostrado mas adelante, déte exa region promotora
interna en esa region puesto que CorE regula coampéate la expresion aeoB pero
no la suya propia.

TGATGGCGAAGGGGGCAGAGGACGGCTTGCACCAGGTCCTCTGTCCCTGTACGRACGGC

1 - ATG AGC GAC ATG AAT CAG GGAL GCG GGT GCG GAG AGC GAT GGC GTG GTG CGG CCC CTG TCC GCC GAC GTC ATT TCC AGT CTG GTG GAG AAC CAC - 93

1- 1 3 I " N Q G & G i E 3 n o3 v v R P L 3 i I v I 3 a5 L v E o) H - 31
94 - CGG GAG TTC TTG CGC TTC CTC GAG CGT CGG GTT GGG AGC CGC GCG GTG GUG GAL GAC ATC CTT CAG GAT GCG TTC GTC CGT GGC ATG GGC LAG - 186
3z - R E F L R F L E R R v <] & R A v A E D I L Q L A F v R <] H 2] E - 62

187 - GCG GAG ACG CTC CGC GAL GAT GAG TCG CTG ACG GCA TGG TTC TAC AGC GTG CTG CGC AAC GCG GTC ATC GAC CAT TAC CGG CGT CGT GGC ACG - 279
B3 - L E T L R E D E El L T A w F ¥ s v L R N L v I D H ¥ R R R =3 T - 93
280 - ACG GAG CGC GOG CTG GCT TCG CTG GUC AGC GAG CTC GAG GAG GGC CAT GCG CCU GAA GCG GAA CTG GCG CAG GCT GTT TGC CAG TGC GTG GGC - 372
94 - T E R A L L 3 L A 1 E L E E G H A P E i E L i Q A v C Q C v G - 124
373 - CGG CTG GCC GGC ACC CTC AAG CCC GAG TAT GCC GAG GCG CTG CGG CGT GTG GAG GTG GAG GGC GTC AGC GTC CCG GCT TTC GCC CTG GAG GCG - 465
125 - R L L G T L E F E T i E L L R R v E v E G v =l v F L F i L E L - 155
466 - GHC ATC ACG TCC AAC ALC GCG GCG GTG CGA CTG CAC CGT GCT CGC AAG GCG CTC AAG AMA CAG TTG GAG GTT TCG TGC GGT ACG TGC GCC TCG - 358
156 - & I T 3 N M i i v R L H R L R K A L K E Q L E v 3 c o] T c A 3 - 186

559 - CAC GGC TGT CTG GAC ToC ACG TGC GUG ACG CAG GGC GCC GAG RLAG AAG GCC GGG GGC TGC GGG AGC GCG LLG GCAL TGL
157 - H G c L o s T c A T Q G i E E K A G o] [s} G 5 i K A

Figura 4.34. Secuencia de codones del ggt. El codén de terminacién del genoB se muestra en rojo. La
secuencia probable de unién al ribosoma se musstaaul.

4.5.2 ANALISIS DE LA SECUENCIA DE CorE

CorE presenta una secuencia aminoacidica de 2idluos, con un peso
molecular y pl estimados de 22,6 kDa y 6,24, regeoente.

Cuando la secuencia de aminoacidos de esta prdtedneomparada con otras
depositadas en las bases de datos, se observoregentaba las 2 regiones tipicas
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conservadas en la subfamilia ECF de factores sidgnia ARN polimerasa, definidas
por los dominios registrados en la base de datgSMPHE-inn et al., 2008) como
PF04542 (E-valor = 3;0), correspondiente a la regién 2 de sigma 70, que e
considerado el dominio mas conservado de todaokzipa y que esta implicado en el
reconocimiento y unién de la regiébn promotora -§0PF08281, perteneciente a la
regiéon 4.2 de sigma 70 (E-valor = 41®°), con un motivo hélice-giro-hélice (HTH)
implicado en la unién de la region -35 de los prtores reconocidos por los factores
sigma 70 (Fig. 4.35). Ademas, también presentamlimio sigma 70-ECF, definido en
las bases de datos PROSITE y TIGR como PS0106&R02937 (Hulecet al., 2008;
Hunteret al., 2009).

Sigma70 r2

Figura 4.35. Esquema de los dominios conservad@oeB. La proteina esta representada por
el cilindro naranja (211 aminoacidos), y sobre skaencuentran en proporcion los dominios
conservados de la region 2 y 4.2 de los factograasi70 (en azul y rojo respectivamente). El
dominio ECF esta representado igualmente de magreporcional a los aminoacidos que lo

componen (englobando la region 2 y 4.2).

Esta proteina tiene una region en su extremo x#éobierminal que representa
un dominio extra no observado en los factores sigthdescritos actualmente (ECFs o
no ECFs). El estudio de este dominio sera detaksdapartados posteriores dentro de
la caracterizacion de CorE.

La proteina CorE tiene una localizacion citoplasmya que carece de dominios
transmembrana y no posee péptidos sefial ni parst@ina Sec ni para el sistema Tat.

4.5.3 IMPLICACION DE CorE EN EL CICLO DE VIDA DE M. xanthus Y
RELACION CON LA RESPUESTA AL COBRE

Para determinar el efecto que CorE pudiera estaciendo en la respuesta al
cobre deM. xanthus, se realiz6 una fusion transcripcional entre elocode inicio de
corE y el genlacZ de E. coli que permitiera identificar el tiempo y caracteciasi de
expresion de este gen. Asimismo se obtuvo un neu@atdelecion en fase pamarE
gracias al cual se pudo analizar el efecto de terazla de CorE eM. xanthus, y
demostrar que esta proteina es esencial pargolaasa al cobre de esta bacteria.

4.5.3.1. DETERMINACION DEL PERFIL DE EXPRESION DE corE

El perfil y nivel de expresion deorE se determind utilizando la cepa portadora
de la fusion transcripcional JM51EZY. Esta cepa dbeenida siguiendo el protocolo
descrito en el apartado Material y Métodos parahiencion de fusiones con el gen
lacZ de E. coli. Para ello se amplific6 una region situada jusites del codon de
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iniciacion con la pareja de oligonucleotidos LcsBECy LcsBECFB, obteniéndose un
fragmento de 836 pb que fue digerido posteriomente las enzimas de restriccion
Kpnl y BamHI. Este fragmento fue insertado en un vept¥Y481 digerido con las
mismas enzimas de restriccion, e introducido dendoestable en el genoma Ne
xanthus mediante electroporacion y recombinacion homoloBasteriormente se
comprob6é mediante la técnica de Southern blot gumhstruccion se habia integrado
correctamente (Fig. 4.36).

1 2 3

Lod S8 ¢— 155Kb

4— 64Kb

Figura 4.36. Comprobacion de posibles cepas padadde una fusion transcripcional para
corE JM51EZY mediante Southern blot. Los cromosomasadeepa silvestre y de las cepas
posibles portadoras de la fusion fueron digeridos ta enzima de restriccion Pstl y

posteriormente hibridados con una sonda de 836 b cguresponde al mismo fragmento
utilizado para construir esta fusion transcripciofa el caso de la cepa silvestre (calle 2)
aparece una banda de 6,4 kb. En el caso de labimsas analizadas como posibles positivos
(calles 1y 3), aparece una banda de 15,5 kb taglsutle la integracion del plasmido portador
de la fusién (9,1 kb).

El analisis cualitativo de esta cepa (mediante cimiento en medios de
cultivo sélidos suplementados con X-Gal; Fig. 4.3Wipstraban una expresion
indetectable d@¢-galactosidasa en ausencia de cobre, como ocurgéh@so deuoB.

Sin embargo, las posteriores determinaciones d¢atawds (medida de actividagH
galactosidasa; Fig. 4.38) mostraron una expresedecthble de este gen en ausencia de
cobre, tanto durante el crecimiento vegetativo cdorante el ciclo de desarrollo.

CTT CF

8h

24h

0 0,3 0,6 0 0,02 0,04

Figura 4.37. Actividadg3-galactosidasa durante el crecimiento vegetativbT Gy el ciclo de
desarrollo (CF) de la fusion transcripciooatE-lacZ. Los medios de cultivo fueron preparados
con las concentraciones de sulfato de cobre indied cada caso (mM). Las células se
incubaron a 30°C durante 8 y 24 h como se indida &gura.
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Figura 4.38. Actividad especifighgalactosidasa de la cepa JM51EZY durante A) clieaim
vegetativo (medio CTT) y B) ciclo de desarrollo ¢(fieeCF). Las células fueron incubadas en

los medios sin adicionar sulfato de cobre (azubon diferentes concentraciones del metal.
CTT: 0,3 mM (verde); 0,6 mM (rojo). CF: 0,02 mM (de); 0,04 mM (rojo).

En presencia de cobre se producia una inducciénpdahotor decorE
dependiente de la concentracion de metal en analsas flel crecimiento, aumentando
los niveles de actividad cuando las concentracioleesulfato de cobre incrementaban
en el medio de cultivo. Esta induccion alcanzabanamimo de actividad a las 2 h de
exposicion al metal tras lo cual se mantenian legles en torno a valores muy
cercanos, tanto durante el crecimiento vegetativoccen el ciclo de desarrollo.

4.5.3.2. MUTANTE DE DELECION EN FASE PARA corE

La obtencién de este mutante de delecion implicaeliminacion del gen
practicamente al completo (95%), conservando saitar&3 codones que contienen el
cododn de inicio y el de terminacion del gen. Setiear el codon de iniciacion en fase
con un sitio de restriccion BamHI, y a continuacg@nconserva una region cercana al
extremo 3’ del gen donde se conserva el codonrddrtacion. La pauta de lectura no
se altera, evitando posibles efectos polares ere@enes hacia el extremo 3’ de este
gen.

Este mutante sensible a kanamicina fue obtenidgesigo la misma estrategia
utilizada para construir los mutantes de delecidtersormente descritos. En el vector
pBJ113 se clonaron dos fragmentos amplificadosP@R, uno de 838 pb (CorEl) que
engloba el codén ATG de inicio de la traducciowtrp de 834 pb (CorE2) que incluye
el codon de terminacion.

El primer fragmento (CorEl) se amplific6 medianRCR usando los
oligonucleotidos LcsBECFK/LcsBECFB (ver Tabla 3.&je digerido con las enzimas
de restriccién adecuadas e insertado en el veBidt I8 previamente digerido con las
mismas enzimas de restriccion, obteniéndose empidspBJ113-CorEl. El segundo
fragmento fue amplificado con la pareja de oligdediidos LcsBECFB2/LcsBECFH
(Tabla 3.2), digerido con las enzimas BamHI/Hindilintroducido en pBJ113-CorEl
con extremos compatibles. De este modo se obtupldshido pBJ118corE necesario
para la construccion de una cepa con una deleonidase del genorE.

Obtenida la construccion anterior y realizadas dadinentes digestiones de
comprobacion, el plasmido se electropordverxanthus y se esperd a que aparecieran
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colonias resistentes a kanamicina, que fueronzats por Southern blot. Una de estas
colonias que presentaba el plasmido incorporad@camente y a la que se denomind
AcorElIntermediario (Fig. 4.39), fue tratada como se éscdto en el apartado Material
y Métodos para favorecer la recombinacion homéloghatener el mutante definitivo de
delecion paraorE.

A) B)
1 2 3 4 1 2
13.114 pbp —»
<— 4.852pb
6.456pb —
<4— 2,582 pb

Figura 4.39. Comprobacion del intermediario y mteatefinitivo paracorE. A) Posibles cepas
portadoras del plasmido pBJUW®rE. La cepa cuyo cromosoma fue analizado porh®out
blot en la calle 1 se utiliz6 para la obtencionrdetante definitivo. Calles 1, 3 y 4: cromosomas
de posibles intermediarios. Calle 2: cromosomaadeepa silvestre utilizado como control.
Todos los cromosomas fueron digeridos con €siibridados con la sonda CorE2. B) Southern
blot del mutante de delecién en fase pard (calle 2) IM51EIF. El incremento de tamafio en
este caso, de la banda que aparece en el cromadmautante de delecion con respecto a la
que se obtiene para la cepa silvestre (calle 1jlebe a la desaparicion de un sitio Xhol al
delecionarse en gen. Esta enzima de restriccidutilizada para digerir los cromosomas que
fueron hibridados posteriomente con la sonda CorE1l.

Finalmente se consiguieron ocho bacterias sensibkemnamicina, que podian
crecer en presencia de galactosa. Estas bactersaasabzaron nuevamente por Southern
blot, y como se puede observar en la Fig. 4.3%bsevo el mutante de delecion para
corE, que se denomind JM51EIF.

4.5.3.3. CARACTERIZACION DE LA CEPA JM51EIF (AcorE)

El mutante de delecién pawarE fue analizado en diversas situaciones y se
comparé su comportamiento con el de la cepa sitveBZF1, tanto durante el
crecimiento vegetativo como durante el ciclo deade#io, en ausencia y presencia de
sulfato de cobre a diferentes concentraciones.

4.5.3.3.1. Crecimiento Vegetativo

Para determinar el efecto de la delecioncdeE en M. xanthus durante el
crecimiento vegetativo se llevé a cabo una curvardeimiento, en la que tanto la cepa
JM51EIF como la cepa silvestre fueron crecidas edionCTT liquido con diferentes
concentraciones de sulfato de cobre. Como se nauestla Fig. 4.40A, la delecion de
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este gen hace que la cepa mutante sea mucho nsitsdesémrente al cobre, inhibiéndose

su crecimiento cuando las concentraciones de sulfatcobre utilizadas alcanzan los
0,6 mM, mientras que la cepa silvestre es capaaléer concentraciones de hasta 0,8-
0,9 mM. Para comprobar que el efecto de este awneenita sensibilidad al cobre de la

cepa mutante no era una mera respuesta al estdagivx que puede generar el metal,
se realiz6 una curva de crecimiento con diferestascentraciones de peroxido de
hidrogeno (Fig. 4.40B). La tolerancia presentadsta estrés fue similar a la mostrada
por la cepa silvestre.

A) B)
10, 10
1] 1
g g
e) O
a a
0,1
0,11
0,01
0,01
0 0,01 0,03 0,05

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
H2 Oz (mMM)
CuSO, (mM)

Figura 4.40. Curvas de crecimiento en dos cepad.danthus.A) Efecto del cobre. B) Efecto
del peroxido de hidrogeno. La cepa silvestre DZ§th eepresentada por cuadrados neguds (
mientras que el mutante de delecion pemeE JM51EIF esta representado por cuadrados
blancos ). Estas células se cultivaron en ausencia de cobtf,, y fueron diluidas a una
densidad o6ptica de 0,05 medida a 600nm, en medicuttero fresco al que se habian
adicionado previamente las concentraciones detsutfa cobre o perdéxido de hidrégeno
indicadas en cada caso. R@determinada tras 24 h de incubacién. Las barragrom
representan las desviaciones estandar.

4.5.3.3.2. Ciclo de Desarrollo

El andlisis de la estirpcorE durante el ciclo de desarrollo en ausencia deecobr
adicionado al medio de cultivo CF mostré un retrasola formacién de cuerpos
fructificantes, recuperandose parcialmente trals @2 incubacién y completamente tras
96 h (Fig. 4.41), comparado con la cepa silvestre.

En presencia de cobre, el mutante de deleciongoaEafue mucho mas sensible
qgue la cepa silvestre, igual que se observé durahterecimiento vegetativo, no
tolerando concentraciones superiores a 0,04 mMuSQC(Fig. 4.41).
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48 h
Wt
96 h
48 h
AcorE

96 h

Control 0,04

CuSO,(mM)

Figura 4.41. Efecto del cobre en la formacion derpos fructificantes. Las células incubadas
durante 24 h en ausencia de cobre se concentrad@spg de 15, y gotas de 10l de este
cultivo concentrado se incubaron en medio CF poh 36 30°C con las concentraciones de
sulfato de cobre (mM) indicadas en cada caso. Bamam.

4.5.4 GENES REGULADOS POR CorE

La construccién de diversas fusiones transcriptésnantre genes relacionados
con la respuesta al cobre Bh xanthus y el genlacZ de E. coli permitié identificar
genes completamente regulados por CorE. Los getieézados para tal propdsito
fueron los correspondientes a tres sistemas Qusensing), complejos multiproteicos
gue atraviesan ambas membranas y el espacio peniptd y que se encargan de
expulsar metales (mayoritariamente cobre aunqudiégmmhay sistemas capaces de
responder frente a otros metales) desde el citmplas el periplasma; tres sistemas de
tipo Czc Co-Zn-Cd), también implicados en el transporte de metasesahel exterior
de la célula; tres ATPasas de tipg, Pelacionadas con la homeostasis del cobre; tres
MCOs, implicadas en la oxidacién de'@uCi* en el periplasma y el propio georE.
Todos los plasmidos utilizados para analizar efstsiones en el mutante de delecién
paracorE fueron construidos por A.L. Extremera, a excepcdénos plasmidos para las
fusiones transcripcionales @eoA (A. Moraleda), ycuoB, cuoC y corE (realizadas
como parte de esta Tesis Doctoral). Las fusionasetgenlacZ de E. coli en la cepa
WT de los diferentes elementos estructurales se llemado a cabo en nuestro
laboratorio como parte de una investigacion paaleh la Tabla 4.3 se muestra un
resumen donde se recoge el comportamiento de hes gmalizados y la regulacion que
CorE pueda ejercer sobre ellos. A continuacién ragarin con mas detalles los
resultados de la regulacién de aquellos genes eupaesion estd completamente
controlada por CorE, asi como su propia regulatgmscripcional.
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Tabla 4.3. Regulacién génica por CorE

GEN INDUCCION POR COBRE REGULACION POR CorE
cusl Sélo en vegetativo No

cus2 Si No

cus3 Si No

czcl No No

czc2 Si No

czc3 No No

COpA Si Parcial (completa con CorSR1)
copB Si Total

copC No No

CuoA Si No

cuoB Si Total

cuoC Si No

corE Si Parcial

Como se expuso anteriormente, la MCO CuoB esta lepampente regulada por
CorE, al menos mediante el andlisis cualitativo elresion de actividad-
galactosidasa (Fig. 4.33). La cuantificacion de estividad en la cepa portadora de una
fusion paracuoBy una delecion pareorE, comparada con la cuantificacion de esta
actividad en una cepa silvestre portadora de lanmigision confirmoé este resultado
(Fig. 4.42A). El andlisis de otra fusion transcigmal para uno de los genes de la CR1,
copB (cuya fusion en la cepa silvestre fue analizaita®p Moraleda-Mufioz en nuestro
laboratorio), mostré que esta ATPasa también seemtia completamente regulada por
CorE, ya que los niveles de exprespigalactosidasa en presencia de cobre se vuelven
indetectables cuando se analizan en una cepa patdé la fusiércopB-lacZy una
delecion paraorkE (Fig. 4.42B).
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Figura 4.42. Actividad3-galactosidasa de dos genes completamente reguteddSorE. A)
FusioncuoB-lacZen la cepa silvestra) y en el mutante de delecién pa&E (o). B) Fusion
copB-lacZen la cepa silvestreA) y en el mutante de delecién pa@E (A). En ambos casos
las células fueron cultivadas a 30°C y recogiddiesientes tiempos para realizar las medidas
de actividad. El medio de cultivo empleado fue Gliplementado con 0,3 mM de CuS0Oas
barras de error representan las desviaciones estand
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4.5.5 ESTUDIO DE LA REGULACION TRANSCRIPCIONAL DE corE

Cabe destacar la regulacion parcial que ejerc& Gobre su propia expresion.
Como se muestra en la Fig. 4.43A, durante el clieatm vegetativo y en ausencia de
metal, los niveles de expresion son los mismos lpassioncorE-lacZtanto en la cepa
silvestre como en el mutante de delecion gar&. Sin embargo, cuando se adiciona
sulfato de cobre a este medio de cultivo los ng/edle expresion de esta fusion
transcripcional se ven reducidos entre 19 y 7 vacas 2 y 8 h de incubacién
respectivamente en el mutante de delecion conidelacla cepa silvestre (Fig. 4.43B).
En el caso del ciclo de desarrollo se observé shmicomportamiento, reduciéndose
los niveles de actividad cuando se aplicé una aureeion de sulfato de cobre de 0,04
mM de 3-4 veces entre las 2 y 24 h de incubaciato§dno mostrados).

Esto indica que CorE ejerce una regulacion sohrepropia expresion
dependiente de cobre, pero que debe existir otegalador/es que controlen por
completo su expresion, tanto en ausencia del meetab en presencia de éste a largo
plazo.
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Figura 4.43. Actividag3-galactosidasa de la fusi@orE-lacZen la cepa silvestram) y en el
mutante de delecion pacarE (o). Las células fueron cultivadas a 30°C y recogaddgerentes
tiempos para realizar las medidas de actividadné&dio de cultivo empleado fue CTT A) sin
adicionar metal o B) suplementado con 0,6 mM de@zu&as barras de error representan la
desviacion estandar de dos experimentos indepdadipaor triplicado.

Ya que CorE no regula completamente su expreseémtentd determinar qué
otro/s posible/s regulador/es estaban implicadodaeregulacion transcripcional de
corE. Para abordar este estudio se introdujo el plaspudi@dor de la fusiéoorE-lacZ
en diversos mutantes de delecidn obtenidos duehntesarrollo de esta Tesis Doctoral,
a excepcion del mutante para el sistema de dosawenpes CorSR1:

GEN PRODUCTO GENICO CEPA
MXAN_3419-3418 Sistema de dos componentes CorSR1  JM51DIF
MXAN_3426-3419-3418 CorE y CorSR1 JM51EDIF
MXAN_3429 Regulador transcripcional de tipo AraC SIMraCIF
MXAN_5263 Factor sigma de tipo ECF JM51E2IF

Como se observa en la Fig. 4.44, en ningun cagocslicia pérdida completa
de actividadp-galactosidasa, asi que ninguno de estos regukadsresl responsable
directo de la transcripcion @erE que persiste tras delecionar su propio gen.
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WT CorE 5263 AraC CorSR1 Triple

Control

03mM @ ® & o ©

Figura 4.44. Actividaii-galactosidasa de la fusi@orE-lacZ en diversas cepas. Las células
fueron crecidas durante 24 h en medio liquido, entradas a Dgj, de 15 y crecidas en medio
CTT con X-Gal, suplementado con sulfato de colee@ncentracion indicada o sin adicionar
metal (control). WT: cepa silvestre; CorE: mutadee delecion paraorE, 5263: mutante de
delecién para MXAN_5263; AraC: mutante de delegi@na MXAN_3429; CorSR1: mutante
de delecion para el sistema de dos component&RL; Triple: mutante triple de delecidn para
el sistemacorSRL y oorE.

4.5.6 ESTUDIO DEL MECANISMO DE ACCION DE CorE

Para intentar dilucidar el mecanismo de accion de=Ge abordaron diferentes
cuestiones mediante el uso de diversas técnica®) Bosobreexpresidn vivode CorE
para determinar si funciona con un factor antisigtheno la mayoria de ECFs; el
analisis del retardo en la movilidad electrofor@tiie complejos ADN-proteina (EMSA)
presentado por CorE en diferentes condiciones gsttadiar su capacidad de unién al
ADN in vitro; el seguimiento de CorE mediante Western blot mggerminar su
estabilidadn vivo; el estudio de la expresion de un gen reguladdCpoE en diferentes
condiciones para determinar su capacidad de resptreste a diversos choques por
cobre o diferentes estados de oxidacion del misynfinalmente, delecion de un
dominio rico en cisteinas que presenta CorE enxterso C-terminal y mutaciones
puntuales de esas cisteinas para estudiar el pppelesa regidon puede estar
desempefando en la actividad de CorE.

4.5.6.1. SOBREEXPRESION In Vivo DE CorE

Como se ha expuesto en el inicio de esta memarieo@uccion), los factores
sigma de tipo ECF tienen un mecanismo de accioricpkr. Suelen actuar
conjuntamente con un factor antisigma que los reaatsecuestrados, impidiendo que
puedan formar el complejo holoenzima de la ARN melasa para iniciar la
transcripcion de genes. Cuando el factor antisigletecta un estimulo adecuado
mediante su dominio sensor situado fuera del @tiph, se produce la disociacién
sigma-antisigma y se libera el primero, dandogealascripcion de genes en respuesta al
estimulo detectado.

Sigma y antisigma suelen formar parte del misma@pesiendo cotranscritos
en el mismo ARNm. Como se determind previamentgi@all4),corE se encuentra
formando parte de un operén en el que se cotréesconcuoBy MXAN_3424.
Ninguno de los productos proteicos de estos geresemta similitud con los factores
antisigma previamente descritos. Por el contranantienen dominios conservados que
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definen estas proteinas como pertenecientes afatmégas (MCO y OEP), como ya se
expuso en apartados anteriores.

El andlisis de la CR1 tampoco reveld la preseneiaidguna proteina candidata
a ser un factor antisigma. Pero se podia abordastallio de la presencia de alguna
proteina de este tipo asociada a CorE codificadaepgenoma dé/. xanthusde la
siguiente manera: sigma y antisigma deben sericadds en proporciones 1:1. El
efecto de muchos de estos factores ECFs se haopddidrminar mediante diversas
estrategias, entre ellas la de delecionar el gem gdeactor antisigma, permitiendo que
el factor ECF asociado esté siempre libre y pugelecer su funcion aunque no esté
presente el estimulo que habitualmente desencaslenmespuesta. En nuestro caso,
decidimos sobreexpresar CorE ln xanthus consiguiendo alterar esa proporcion de
modo que pudiese quedar CorE libre, no asociadoposible antisigma. De ser asi, en
ausencia de cobre en el medio de cultivo los geegslados por CorE debian
expresarse, pues no seria necesario que el fatisigma detectara el estimulo para
liberar CorE.

Para conseguir nuestro objetivo, el gemE fue insertado en el genoma ke
xanthusbajo el control de un promotor fuerte y constitaficomo es el del gevar
(Martinez-Cafiamercet al, 1993), y cuya fusidroar-lacZ en M. xanthus puede
observarse en la Fig. 4.45A. Asi, CorE estariadsieaxpresado a altos niveles de una
forma independiente de cobre. Para llevar a cabe @mstruccion se utilizé una
estrategia similar a la empleada en el caso deirségnto de la estabilidad de CorE. Un
fragmento de 605 pb fue amplificado mediante PCR lagpareja de oligonucleétidos
pKY481Bam/oarKpn, digerido con las enzimas de i@stm adecuadas y clonado en
fase con el gencorE amplificado por PCR con la pareja de oligonuchimgi
CorEpUC10.1F/CorEpUC10.1R, portando extremos Bamiddlll. El vector
resultante resistente a tetraciclina, denominad®Q@d\ fue introducido en una cepa
portadora de una fusidéouoB-lacZ con una delecién deorE (JM51EBZY), cuyo
esquema se representa en la Fig. 4.45B. Por tahtmico lugar de recombinacion
correcto se encuentra entre las regiones homoétpgapreceden al gevar. Como los
plasmidos finalmente integrados en esta cepa (pKN2@0B y pNGO06) son derivados
de pBR322, pueden compartir regiones homologas iginarse algun evento de
recombinacion entre ellos.

El analisis mediante Southern blot de las colomesultantes resistentes a
kanamicina y tetraciclina permitio identificar atjas que habian incorporado la
construccion en la regiéon del genoma correcta (#ig6) y seleccionar una, que se
denomind JMO6BZY dar-corE’ cuoB-lacl.

Como control, se realizé una construccion simikig.(4.47A), donde el gen
corE fue clonado en el mismo vector derivado de pUCX8tapor de un gen de
resistencia a tetraciclina. Un fragmento de 1,%udbamplificado mediante PCR con la
pareja de oligonucledtidos LcsBECFK/CorEDownstreamB. Este fragmento
engloba una region de 825 pb anterioresr& hasta 34 pb tras el codon de terminacion
paracorE. El plasmido resultante denominado pNGOO fue dtoido en una cepa con
el mismo genotipo que en el caso de la inserciopNte06 (AcorE cuoB-lac, vy la
cepa resultante, analizada mediante Southern blot.
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Figura 4.45. Fusi6mar. A) Actividad cualitativap-galactosidasa de una cepaMe xanthus
portadora de la fusion transcripciomalr-lacZ Las células fueron concentradas as§@e 15 e
incubadas durante 8 h en medio CTT y CF. B) Reptasi®n esquematica de la construccion
portada por la cepa JMO6BZY. Los genes estan reprados por barriles de diversos colores,
mostrando en su interior el nombre de cada getar&hfio del esquema no es proporcional al
tamario real de los genes. La deleciorcai® esté representada por un segmento azul con una
linea negra vertical. OEp: MXAN_3424acZ: genlacZ de E. coli KmRy Tef indican la
resistencia a kanamicina y tetraciclina respecters portada por los diferentes plasmidos.
Upstream oar: region del genoma anterior al@@nLas lineas oblicuas indican discontinuidad
en el genoma.

20,7kb ., .

55kb — e —

Figura 4.46. Southern blot para la identificaci@la cepa JMO6BZYoar-corE’ cuoB-lacZ.
CONTROLES: Calle 1: ADN cromosomico de la cepa estve DZF1. Calle 3: ADN
cromosomico de la cepa JM51EBZXcprE cuoB-lacz POSIBLES POSITIVOS: Calles 2 y
4: ADN cromosdémico de dos cepas resistentes a Kaimamy tetraciclina obtenidas tras
electroporar el plasmido pNGO06 a la cepa JM51EBEDHos los cromosomas fueron digeridos
con la enzima de restriccion Bamykl filtro al que fueron transferidos fue hibridadon una
sonda marcada a partir de un fragmento de ADN &ogidio por PCR que contiene la
secuencia génica dmrE. Por este motivo no se observa ninguna banda ealla 3. Los
tamanos de las bandas observadas se indicanigaria fkb).
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También se pudo comprobar por PCR, ya que la aogdibn de una region que
contenga el genorE insertado en su lugar de origen debia generar amdabmayor en
aquellas cepas que hubiesen integrado el plasmids kigar correcto (puesto que se
habria reinsertado el genrE), mientras que de haberse producido la recomiiinaam
otra region del genoma o entre los dos plasmidesagabaran integrados en la cepa
(pPKY481-CuoB y pNGO00), esta banda debe ser 636 @hbom(tamafo deorE). Una
cepa confirmada por Southern blot fue analizada POR (Fig. 4.47B) mediante
amplificacion con la pareja de oligonucleétidos RiEgn/CorEDownstreamBamR, y
tomandose como correcta se utilizé en el siguietperimento, denominandose
JMOOBZY (corE’ cuoB-lacs.

A)
—
22|l
L\ \
1 2 3
B)

Figura 4.47. Construccion de JMOOBZY. A) Represginta esquematica de la construccion
portada por la cepa JMOOBZY. Los genes estan reprados por barriles de diversos colores,
mostrando en su interior el nombre de cada getar&hfio del esquema no es proporcional al
tamario real de los genes. La deleciorcai® esté representada por un segmento azul con una
linea negra vertical. OEp: MXAN_3424acZ: genlacZ de E. coli KmRy Tef indican la
resistencia a kanamicina y tetraciclina respectergm portada por los diferentes plasmidos. B)
PCR de una cepa portadora de la construccién anggviamente analizada por Southern blot.
Calle 1: marcador de peso molecubaHindlll); calle 2: PCR utilizando como molde ADN d

la cepa JM51EBZY como control; calle 3: PCR utiida como molde ADN de una posible
cepa JMOOBZY. El incremento de tamafio confirmantagracion del genorE en su lugar de
origen en el cromosoma.

Los resultados del estudio cualitativo (Fig. 4.48Aguantitativo (Fig. 4.48B)
comparado de las dos cepas anteriores (JMOOBZY @6BMY) mostraron perfiles
similares, tanto en ausencia como en presencia3en®l CuSQ en los medios de
cultivo. Por tanto la sobreexpresion de CorE nanit@y la induccién decuoB en
ausencia de cobre, lo que significa que CorE naeambn un antisigma.
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Figura 4.48. Actividag-galactosidasa de las cepas JMOOBZY y JMO6BZY. Ajebminacion
cualitativa de activida@-galactosidasa para ambas cepas incubadas en thigsnue cultivo
indicados en la figura (suplementados con X-Gah jpdaservar desarrollo de color). Las células
fueron incubadas durante 24 h a 30°C. B) Cuantificade actividad3-galactosidasa para
ambas cepas. La grafica superior corresponde @iladad determinada en extractos celulares
previamente incubados en medio CTT sin adicionaalmmientras que las células recogidas
para medir la actividad que se representa en fecgraferior fueron cultivadas en medio CTT
al que se habia adicionado cobre (0,3 mM CJSIMOOBZY @); JMO6BZY (@). Notese la
diferencia de escala para cada gréfica.

o

Para corroborar que CorE estaba siendo sobreexpresa llevo a cabo la
deteccion de CorE con una cola de polihistidinaleextremo N-terminal, controlada
por el promotor dear.

Esta construccion se consiguid digiriendo el pl@smpNGO05 con las enzimas
de restriccion Kpnl-BamHI, tras lo que se obterdas fragmentos de distinto tamarfio.
Se purificé el fragmento mayor (vector con resisi@ra Tet yhcorE) del menor
(CorEl), y se ligo el primero con el fragmento @ @b amplificado mediante PCR
con la pareja de oligonucleétidos pKY481Bam/oarKghigerido con las mismas
enzimas de restriccion, utilizado para construitGON. De este modo se obtuvo el
plasmido pNGO08, donde una region anteriamaa se encuentra clonada en fase con el
gen corE portando una cola de histidina en su extremo Nite&ir(equivalente a la
construccion pNGO05). Este plasmido pNGO08 fue ebpatrado en la cepa JM51EBZY
(AcorE cuoB-lacy, y las colonias resultantes resistentes a kamaanig tetraciclina
fueron analizadas por Southern blot (datos no rads$). Se eligié una que portaba la
construccion correcta y se denomindé JM08BaA#r{hcorE’ cuoB-lacy

Como se puede observar en la Fig. 4.49, la cantidgatoteina CorE expresada
en la cepa JM0O8BZY era mucho mayor que en la ch@BZY, tanto en ausencia
como en presencia de sulfato de cobre adicionadwedlo de cultivo. La actividad de
estas proteinas fue analizada mediante la medigagad¢actosidasa, obteniéndose el
mismo perfil y valores que cuando se analizarorcégmas equivalentes donde CorE no
porta cola de histidina (JMOOBZY y JMO6BZY; Fig48).
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Figura 4.49. Western blot para la deteccion de BCbas cepas JM08BZYo&r-hcorE’ cuoB-
lacz; calles 1y 4), IMO5BZYhcorE’ cuoB-lacZ calles 2 y 5) y IMOOBZYdprE’' cuoB-lacZ
calles 3 y 6) fueron incubadas durante 24 h enon@diT liquido (calles 1-3) y posteriormente
los cultivos se concentraron a Bgde 15 y se incubaron en medio CTT con 0,3 mM CuSO
durante 2 h (calles 4-6). ST: marcador de pesocaulale(27 kDa). Las bandas correspondientes
a hCorE se indican con una flecha.

4.5.6.2. UNION DE CorE AL ADN

Se considerd primordial el estudio de la capacidiadinion de CorE al ADN,
puesto que al ser un factor sigma de la ARN pokseerdeberia observarse la unién de
esta proteina con la region promotora de alguntosiegenes regulados por él. Para
llevar a cabo este trabajo, en primer lugar seizedh expresion heterdloga de la
proteina con una cola de histidina en el extremiriinal utilizandoE. coli como
organismo productor. Se amplific6 mediante PCRe&l GorE, utilizando la pareja de
oligonucledtidos CorEcTopoR/CorEcTopoF (Tabla 3y2¥e introdujo en el vector
pET200/D-TOP@ utilizando el paquete Champidh pET Directional TOP®
Expression Kit proporcionado por Invitrogen, condoe se obtuvo el pldsmido de
expresion pETTOPOCorE. La ausencia de mutacionedleseadas se comprobd
mediante secuenciacion.

Para sobreexpresar la proteina se transformépia Be21 Stai™ (DE3) deE.
coli. Para comprobar que la proteina se expresabapday cantidades, se llevé a cabo
un ensayo en el que se indujo la sintesis de GoeEanalisis mediante SDS-PAGE de
las muestras anteriores permitio identificar lareekpresion de una proteina con un
peso molecular algo mayor del esperado para Canexenadamente 35 kDa en lugar
de 26,7 kDa), posiblemente debido a distintos efecjue alteren la movilidad
electroforética (Fig. 4.50A). La mayor parte d@ilateina sobreexpresada se encontraba
en la fraccion soluble, la cual se tom6 para paifmediante cromatografia de afinidad
en columnas cargadas con niquel, que presentaadimior secuencias de polihistidina
(HisTrap™HP). Como se muestra en la Fig. 4.50B, la protaibtenida (hCorE)
presentaba una pureza mayor del 95%.

Para determinar si hCorE purificada presentabatlaictura tipica de este tipo
de proteinas, ricas en hélices alfa, o si su dstachabia sufrido algun tipo de
alteracion durante el proceso de purificacion,leedla cabo un analisis de dicroismo
circular (CD) en el centro ITQB de la Universidadvd de Lisboa (bajo la supervision
de A.T. Fernandes), como se detalla en el apaiderial y Métodos. El espectro CD
de hCorE en la regién del ultravioleta lejano mistna estructura secundaria rica en
hélicese (practicamente el 100% de la proteina) con muyapaxr ninguna laminf-
(Tabla 4.4; Fig. 4.51), como fue predicho mediamb@ estimacion de la estructura
secundaria basada en el algoritmo CONTINLL (ProkiencS.W. y Glockner, J., 1981),
utilizando el servidor DichroWeb (Whitmore, L. y Wae, B.A., 2004).
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Figura 4.50. SDS-PAGE tefiido con azul comassieuestra la sobreexpresion y purificacion
de hCorE. A)Los cultivos fueron incubados a 37°Gtaaue alcanzaron una Rgde 0,8,
donde se recogié una muestra de la que se obtusxtrakto total y las diferentes fracciones
(calles 1 y 2). En ese punto se llevé a cabo laidaidn, adicionando IPTG 0,1 mM y
manteniendo las células en cultivo durante 6 h (celkes 3). Un cultivo paralelo al inducido se
mantuvo en incubacion sin adicionar IPTG y fue gédo igualmente tras 6 h como control
(calles 4). Esto cultivos fueron procesados pareernsls el extracto total y las diferentes
fracciones. Los numeros corresponden a pesos niatesykDa) del marcador utilizado (St).
B) Purificacion de la fraccion soluble del ensayuedor. Las fracciones recogidas de esta
purificacion que presentaban mayoritariamente prateCorE (recuadradas en el gel), eluidas
con diferente concentracion de imidazol, fueromidas y dializadas para eliminar el imidazol.
El resultado se muestra a la derecha, en la imdgema calle de un gel SDS-PAGE ampliada.

Tabla 4.4.Estimacion de la estructura secundarib@teE a partir del espectro de dicroismo
circular. El calculo se realiz6 utilizando el aligmo CONTINLL.
RESULTADO HELICES-a(%) LAMINAS-B(%) GIROS(%) DESORDENADA(%) TOTAL (100%)

1 96,2 0 3,8 0 100

2 98,8 0,1 1,1 0 100

1: Resultado mas similar de entre todas las eatagtle proteinas utilizadas en la comparacion
2: Media de todas las proteinas con resultadosocdantes de CD
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10 4 Diferencia (exp-recon)

Elipticidad molecular
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Longitud de onda
Figura 4.51. Dicroismo circular para hCorE puriflaaen el ultravioleta lejano. Los datos del
espectro fueron recogidos en una cubeta de cu@&zbrdm desde 190 a 240 nm utilizando
hCorE (5uM) en tampén Tris-HCI pH 7,5. El resultado de l#sréncias entre el espectro de
hCorE (linea verde) y el espectro calculado patgdritmo CONTINLL basado en espectros de
proteinas con estructura secundaria conocida (lazed) se muestra en la grafica (lineas
violetas).

Esta proteina fue posteriormente utilizada paraélmica EMSA como se
describe en la seccion Material y Métodos, conukd se observa la radiacion emitida
por una sonda marcada cB® mediante autorradiografia. Las diferencias erranign
de la sonda se asumen como la union de la protéiliizada en el ensayo al ADN (en
presencia de un exceso de ADN inespecifico queaamto competidor, en este caso
polidldC). Como se observa en la Fig. 4.52, la gmesm de cobre en la reaccion de
union era imprescindible para observar retardaendvilidad electroforética. Ademas
de cobre, era necesaria la adicion de un quelameci#ico para Cucomo el BCS o
batocuproina disulfonato sodico, lo que hace pegsar es el Cu en su estado de
oxidacion (1) el que promueve la unién de CoriABIN.

Sonda 4 + + + +

CorE (500nM) . R + + +
CusO, (100 pM) - + - + +
Bcsoum)  t + + +

Figura 4.52. EMSA. hCorE se une a la region pronaotiecopBsolo en presencia de cobre y
BCS (ultima calle). Las muestras fueron incubadas ena sonda marcada radiactivamente
como se describe en el apartado Material y Métodos.

Sonda libre

_—
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4.5.6.3. ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD DE CorE

Como se ha mostrado en resultados previos, losgegealados completamente
por CorE presentan un perfil de expresion muy simél cual alcanza un maximo tras 2
h del contacto de las bacterias con el cobre adhdo a los medios (Fig. 4.42).
Posteriormente, los niveles de expresion descieddananera drastica, hasta alcanzar
(segun la concentracion de cobre aplicada) niveleg proximos a los basales, y sin
embargo la expresion d®rE se mantiene en el tiempo (Fig. 4.43). Este efpotiria
deberse bien a una degradacién de CorE conformerdarel tiempo tras el contacto
con el metal, o bien a algun tipo de inhibicion ldeproteina que impida que siga
ejerciendo su funcion adecuadamente.

Para determinar si CorE sufria degradacion en dandel tiempo, se utilizé la
siguiente estrategia (detallada en el apartad@.8.2de la seccion Material y Métodos):
el gencorE con una cola de polihistidina en su extremo N-teaihfue amplificado a
partir del plasmido pETTOPOCorE con la pareja deigoolucledtidos
CorEHisTagBamF/CorEHisTagPstR, clonado en faseetpnoducto de PCR CorEl en
un vector con resistencia a tetraciclina derivael@pdC19, e introducido en una cepa de
M. xanthusportadora de una delecion pa@E (de manera que al introducir el nuevo
plasmido la cepa resultante sélo portara una agpiauestro gen, situada en su lugar de
origen) y de una fusiénuoB-lacZ(que permitiera determinar la actividad de la r@uev
proteina introducida mediante el analisis de ataitip-galactosidasa). La cepa
resultante (ver Fig. 4.53), fue comprobada medi&oigthern blot y PCR, pero ademas
la reintroduccion de CorE hace la expresion deusddh cuoB-lacZ no detectable en
ausencia de CorE, se restablezca (lo que pernaitdifidar cepas que han restaurado el
fenotipo). La cepa portadora de la construcciomeota se denominé JMO5BZY, y fue
crecida en medios de cultivo suplementados o nosatiato de cobre, recogiéndose y
tratdndose las células como se indica en el amaNtderial y Métodos, para llevar a
cabo el andlisis mediante Western blot de CorEcyp#tificacion densitométrica de las

bandas.
- _%_

e
——  OEp lacZ ‘
— —

Figura 4.53. Representacidn esquematica de laraongin portada por la cepa JMO5BZY. Los
genes estan representados por barriles de diveotm®s, mostrando en su interior el nombre
de cada gen. El tamafio del esquema no es proparebtamario real de los genes. La delecion
de corE estad representada por un segmento azul con uea legra vertical. OEp:
MXAN_3424: lacZ: genlacZ de E. coli. Km®y Tef indican la resistencia a kanamicina y
tetraciclina respectivamente portada por diferept@smidos.

Como se muestra en la Fig. 4.54, no existe degi@date CorE conforme
aumenta el tiempo de incubacion de las célulasresepcia de sulfato de cobre. Este
resultado, sumado al perfil de expresiorcdeE (Fig. 4.38) que presenta un incremento
tras pocas horas de contacto con el metal y postagnte un mantenimiento de la
expresion, y a un analisis silico (ExXPASy: ProtParam. Gasteigetr al, 2005)de la
estabilidad de CorE que determina una vida medigoma 10 h (erkE. coli in vivQ,
indican que CorE no esta sufriendo una degraddelajue haga descender los niveles
de expresion de los genes regulados por este figtoa del modo en que lo hacen.

145



4. RESULTADOS

ST 1 2 3 4 5
. e —
27 kDa —>
100
|
oy
g i
o
O 60 -
=i
5 50
g
o 20
= 1
0]
0]
(0] T
(o} 8 16 24

Tiempo (horas)

Figura 4.54. Western blot para la deteccién de BCa proteina con la cola de histidina en el
extremo N-terminal presenta un peso molecular ¢& &Ja y un pl de 5,47. La banda superior
de mayor intensidad corresponde con una proteid. d@nthusreconocida por el anticuerpo
utilizado en todas las muestras analizadas (expreseo hCorE). La cepa JMO5BZY fue
incubada durante 24 h en medio CTT liquido (caleylposteriormente los cultivos se
concentraron a Dg» de 15 y se incubaron en medio CTT con 0,3 mM Cu@@®ante 30
minutos (calle 2), 2 h (calle 3), 8 h (calle 4)4/I2 (calle 5). ST: marcador de peso molecular
(27 kDa). La grafica representa el porcentaje desidad de la banda correspondiente a CorE
con respecto a la densidad de la banda superierniaado por densitometria con el software
Quantity On&". Las barras de error representan la desviaciéandst de medidas
independientes, a partir de membranas obteniddesaxperimentos diferentes.

Por otro lado, se cuantifico la actividfehalactosidasa de la fusi@uoB-lacZ
en esta cepa, y el resultado fue similar al obtenithndo se realizé la cuantificacion de
la cepa WT portadora de la fusionoB-lacZ(Fig. 4.27), con un maximo de actividad a
las 2 h y una respuesta dependiente de cobre, semmuestra en la Fig. 4.55. Con este
experimento se demuestra igualmente que CorE carcala de histidina en su extremo
N-terminal es capaz de llevar a cabo su funciémectamenten vivo y que no se
degrada. Sin embargo, los genes que se encuesj@ailbcontrol siguen disminuyendo
sus niveles de expresion tras alcanzar el maxilas 2h de contacto con el metal.
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Figura 4.55 Actividag-galactosidasa medida en extractos celulares depa JMO5BZY Las
células fueron concentradas a {¢0de 15 y cultivadas en medio CTT solido a 30°C
suplementado con 0,3 mM de sulfato de cobre (Neede) o sin adicionar metal (linea azul).
Se recogieron muestras a diferentes tiempos paeantdear actividag-galactosidasa en cada
una de ellas. Las barras de error representansidag@n estandar de al menos tres medidas
independientes.
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4.5.6.4. RESPUESTA DE CorE A SUCESIVOS CHOQUES POR COBRE

Teniendo en cuenta los resultados del apartado@ntee decidié determinar si
CorE seria capaz de proporcionar nuevamente unauests frente a continuos
contactos de las células con cobre, y si esa retgpaeria del mismo tipo que la inicial
(es decir, un rapido incremento en los nivelesxpeasion seguidos de una disminucién
de los mismos). Este experimento se llevo en daraten dos cepas, una portadora de
una fusioncuoB-lacZ otra de una fusidnorE-lacZ De este modo se podria comparar
si la respuesta generada por CorE, mediante laan@tude un gen cuya expresion esta
regulada por €l mismo, seguiria un patron idérdie@xpresion al del propio genrE
0 no. Un esquema de los pasos llevados a cabotemxgserimento se muestra en la
Fig. 4.56.

1000 == 0,3 mM CuSO,
%01 DOgy, 15

800 1
7001
600 4

0 8 16 24 32 40 48
Tiempo (horas) /

30 min 2h 8h 24 h

AEE

Figura 4.56. Esquema del disefio experimental atibzen el estudio de la respuesta de CorE
frente a diversos choques por cobre. Dos lotedatmp fueron incubados a 30°C, de los que se
recogieron muestras a diferentes tiempos hastazaca8 h de incubacion. Uno de ellos fue
sometido a un Unico choque por cobre mientras boiecefue sometido a dos.

Como se muestra en la Fig. 4.57A, la fus@roB-lacZ presenté un rapido
incremento de activida@tgalactosidasa cuando las células fueron somedidasnuevo
choque con sulfato de cobre. Esta respuesta fuesimilar a la generada frente a un
primer contacto con el metal, aumentando los névele actividad 6 veces en ambas
ocasiones. Sin embargo, el mismo experimento I@wadabo con la fusiécorE-lacZ
(Fig. 4.57B) nunca proporcion6é un incremento devialad 2 veces superior. Esta
capacidad de respuesta de la fusiboB-lacZfrente a sucesivos nuevos contactos con
cobre, al menos hasta tres veces (se han realere#yos en los que se ha repetido el
ciclo de sucesivos choques durante tres veces, ca@a uno de ellos la actividfd
galactosidasa cuantificada mostro perfiles simslale induccion. Datos no mostrados),
y la diferencia en los niveles de induccion alcaoesacon respecto a los presentados por
el propio gencorE (mucho menores), indican que esta proteina es cagaz
sensibilizarse frente a un primer contacto con elamincrementando eficazmente la
transcripcion de los genes que regula, y sufriepdsteriormente un proceso de
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desensibilizacion que hace que la expresion de gso®s regulados por CorE
descienda.
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Figura 4.57. Actividad3-galactosidasa para las fusiones cdpB-lacZy B) corE-lacZ. Las
células fueron cultivadas durante 24 h en agitaba®ta alcanzar una [de 1, concentradas

a DOy de 15 y cultivadas en medio CTT sélido suplementamh 0,3 mM de sulfato de cobre.
Se recogieron muestras a diferentes tiempos pseendear actividag-galactosidasa (hasta 48

h de incubacion; lineas continuas). Tras 24 h debacion a 30°C, se tomaron células que se
volvieron a concentrar a Qg de 15 para ser sometidas a un nuevo choque comid,8le

CuSQ, siendo recogidas nuevamente a diferentes tienmawa determinar activida@-
galactosidasa (hasta 24 h de incubacion; lineasmtisuas).

4.5.6.5. RESPUESTA DE CorE. RELACION CON EL ESTADO DE OXIDACION
DEL COBRE

Ya que CorE es una proteina estable, capaz pronuoaerespuesta rapida tras
el contacto con cobre (y posteriormente sufrir algfoceso de inactivacion), y presenta
una uniéon al ADN dependiente de < use planted la siguiente hipétesis: CorE podria
responder frente a €uen el citoplasma y ser inhibido cuando esé'@s reducido a
Cu’. El cobre se va a encontrar generalmente en etiontde las células unido a
proteinas (Finnegt al, 2003; Raeet al, 1999), pero ante un rapido incremento en la
concentracién intracelular de este metal debido eheque con cobre es posible que la
concentracién de Gliincremente momentaneamente, lo que estaria penchitique
CorkE fuese capaz de llevar a cabo su funcién, es,dde activarse e iniciar la
transcripcion de los genes que se encuentran bajegsilacion para ejercer una rapida
respuesta. Posteriormente, este’’Cpuede ser reducido a Tien el citoplasma,
inactivandose CorE o reduciendo su capacidad geesta.

De ser esta hipotesis cierta, un agente quelameciéigo para Cl podria
incrementar los niveles de transcripcion para leseg regulados por CorE, mientras
que un metal mimético de Caomo la plata, cuyo estado de oxidacion es (tciia
su actividad. Igualmente se puede utilizar algumpmeesto como ascorbato, que
reduzca el CU presente en el medio, para que se increment®fmion de su forma
reducida con respecto a la oxidada.

Asi, se planted llevar a cabo el siguiente expartmda cepa portadora de una
fusion cuoB-lacZfue incubada en medio CTT sélido. Se prepararteratites lotes de
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placas a las que se habia adicionado bien sol@cobire y BCS, cobre y plata, cobre
y ascorbato, o solamente plata, BCS o ascorbato comtrol. La recogida de muestras
y determinacion de actividgttgalactosidasa se llevé a cabo como se ha desonito
anterioridad y se detalla en el apartado MaterMEyodos.

Como muestra la Fig. 4.58, el perfil de expresidrniodos los casos donde habia
cobre en el medio de cultivo fue el mismo (maxintamazado a las 2 h de incubacion).
Los niveles de actividad mas altos se obtuvieronpasencia de BCS y cobre,
incrementandose el maximo alcanzado 3 veces cqredis a la misma medida
realizada en extractos de esta cepa incubadoscedlocobre. Por el contrario, el
maximo de actividad a las 2 h de incubacion sejoedn un 45% cuando habia
ascorbato en el medio de cultivo y en un 60% cuaedoabia adicionado plata ademas
de sulfato de cobre. Este resultado se comprolié tarantitativa (Fig. 4.58A) como
cualitativamente (Fig. 4.58B).

A)
—&— CuS0O,0,15mM + BCS 0,05mM

800 - Cus0,0,15mM

700 - ‘CuS0O, 0,15mM + Ascorbato 1mM
< —#*-CuS0,0,15mM + AgNO, 0,05mM
£ 600 -
S —— BCS 0,05mM
% 500 -
g —*— AgNO; 0,05mM
n 400
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Figura 4.58. Actividag-galactosidasa de la cepa JM51B&Yi¢B-lacd. A) Cuantificacion de

la actividad a diferentes tiempos en extractoslastale M. xanthus Las células fueron
incubadas en medio CTT sélido suplementados cemetlifes compuestos y/o metales (colores
idénticos hacen referencia al compuesto indicaBpYisualizacion cualitativa de la expresion
de enzimaB-galactosidasa tras 24 h de incubacion a 30°C,anediformacion de color por
actuacién de la enzima sobre el compuesto X-Gal.lineas de colores hacen referencia a los
mismos compuestos del panel superior adicionadios anedios. La linea discontinua hace
referencia a medio CTT sin adicionar ningin comfmues

Por tanto, estos resultados sumados a los de dpswdateriores, indican que es
el cobre en su estado de oxidacion (Il) el que missdena directamente la respuesta de
CorE, y no un factor antisigma que medie en la detasta proteina detectando el metal
y liberdndola posteriormente.
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4.5.6.6. ANALISIS DE LA REGION RICA EN CISTEINAS DE CorE

CorE presenta en su extremo C-terminal una regodnen residuos de cisteina
gue no esta definida como motivo conservado enunimgde las bases de datos
consultadas (PFAM, ExPASy o TIGR), aunque mantigega homologia (E-valor =
0,67) con el dominio PF07975 (C1_4), que se encaamt la familia de proteinas a la
que pertenece p44, una de las subunidades del tectoanscripcion eucariota TFIIH.

Como se muestra en la Fig. 4.59A, la representaemforma de HMM-Logo
del alineamiento para diversas proteinas que praseste dominio permite diferenciar
dos regiones en el mismo, una con dos cisteinashieayconservadas y otra con seis.
Si comparamos la ultima porcién de este dominid goeninio rico en cisteinas de
CorE, que se ha denominado CRD (del inglésteine_rch domain), podemos observar
como se mantienen 8 aminoacidos de un total de 3Wo), conservandose
invariablemente en la misma posicion 5 cisteinasade6 que presenta CorE en la
region CRD (Fig. 4.59B).
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Figura 4.59. Secuencias ricas en cisteinas endastr&n proteinas relacionadas con la
transcripcion. A) Representacion en forma de HMMd.del PFO7975 (C1_4). B) Esquema de
los dominios conservados en CorE y del dominio CRDsecuencia completa de la proteina
esta representada por el cilindro naranja. Logalites dominios conservados indicados en la
figura estdn representados a escala, de manerargiopl a los aminoacidos que los
componen. La secuencia de aminodcidos correspémibeminio CRD que presenta homologia
con PFQ07975. Las flechas indican los aminoacidoserwados.

4.5.6.7. MUTANTE DE DELECION EN FASE PARA CRD DE CorE

Ya que todo parece indicar que CorE va a detelatectamente la presencia de
cobre, presenta una secuencia rica en cisteinasstgs residuos pueden formar
complejos de coordinacion con metales, se decmdtcuir un mutante de delecién en
fase para la region CRD de CorE y determinar altefsobre los genes regulados por
CorE de este mutante vivo. Ademas, hay descritas secuenciag@>XCXyC y CX;oC
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gue son responsables de la unién de metales memvesly divalentes en reguladores
de tipo MerR (Changuekt al, 2003).

Para llevar a cabo este experimento, se amplifii@region anterior y posterior
al dominio CRD. Con la pareja de oligonucleétido€ FMutW5f/ECFmutW5r se
obtuvo el fragmento CorEcrdl, y con la pareja ECWMBI/ECFmutWa3r el fragmento
CorEcrd2, que fueron digeridos con las enzimassiiccion pertinentes y clonados en
el vector pBJ113 con extremos compatibles. El mogeara obtener el mutante de
delecion carente de esta region CRD fue el misnm® spi describe en el apartado
Material y Métodos. Finalmente y tras comprobaiagacolonias por Southern blot, se
obtuvo el mutante de delecion en fase deseado,mdeado JM51WIF AcorEcrp).
Ademas, se comprob6 mediante secuenciacion utilzaomo molde el genoma de
esta cepa, a partir de un producto de PCR con fajgpale oligonucledtidos
MXAN_3426FSeq/MXAN_3426RSeq. En la Fig. 4.60 serespnta esquematicamente
la proteina que sera finalmente codificada enrastante de delecion.

Figura 4.60. Representacion esquematica de laipaoteorE mutante expresada en la cepa
JM51WIF (AcorEcrp). Los dominios conservados que se indican en yzojo ocupan una
parte proporcional de la proteina en el esqueroa eekiduos aminoacidicos que los componen.

Se determind el fenotipo de este mutante tantard@rel crecimiento vegetativo
(realizando curvas de crecimiento en medio liqukdg, 4.61A) como durante el ciclo
de desarrollo, observando la formacion de cuenasificantes y la resistencia al cobre
(Fig. 4.61B). En ambos experimentos, el comportatoigle este mutante de delecion
fue idéntico al del mutante de delecion peeE.

Para determinar si la delecion de esta region afacta expresion de los genes
regulados por CorE, se construyeron dos fusidéaes en esta cepa, una para el gen
cuoBy otra para el geropB electroporando los mismos plasmidos utilizados pa
construir las fusiones en la cepa silvestre. Ldsnias positivas tras comprobacién por
Southern blot fueron analizadas en términos devidatl B-galactosidasa tanto
cualitativamente (Fig. 4.62) como cuantitativame(iig. 4.63). Ademas, el gesorE
con la region CRD delecionada fue amplificado canpbreja de oligonucleétidos
LcsBECFK/CorEDownstreamSalR a partir de cromosomdadcepa JM51WIF, y se
construy6 un plasmido similar a pNG00, que se deémbrpNGO03 (Apéndice, Tabla
A.2). La insercion de este plasmido en la cepa BBZIY ( AcorE cuoB-lacd no fue
capaz de restaurar la expresion de la fusi@B-lacZ
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Figura 4.61. Fenotipo de la cepa IMWNEQrEcrp). A) Formacién de cuerpos fructificantes en
medio CF suplementado con diferentes concentragideeCuSQ (indicadas sobre cada fila.
Control: sin adicionar metal). Las cepas DZF1 (WIMS51EIF AcorE) y JM51WIF
(AcorEcgrp) fueron incubadas en estos medios de cultivo 8630°C tras ser concentradas a
DOego de 15. Barra: 1 mm. B) Curvas de crecimiento edioniquido de las mismas cepas. La
DOgoo que se muestra fue tomada tras 24 h de incubacidos medios suplementados con las
concentraciones de sulfato de cobre indicadasdaaaso.
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Figura 4.62. Actividai-galactosidasa de diversas cepas portadoras dméssiuoB-lacZo
copB-lacZ En las placas con un gradiente de sulfato deec@héximo indicado en la parte
superior de cada placa) y suplementadas con Xggatultivaron las cepas portadoras de la
fusién cuoB-lacZ JIM51BZY (cuoB-lacd, JM51EBZY (AcorE cuoB-lacd y JM51WBZY
(AcorEcgp cuoB-lac. El tipo de medio (CTT o CF) se indica en la zorarior de cada placa.
Las gotas individuales de la derecha correspondéss acepas JM51CBlacdpB-lacd o

JM51WCBIac AcorEcrp copB-lacd en medio CTT con 0,6 mM de Cu$Qodas las células
fueron incubadas durante 24 h a 30°C.
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Figura 4.63. ActividadB-galactosidasa de las cepas JM51EB2XaofE cuoB-lacZ lineas
continuas) y JM51WBZY AcorEcrp cuoB-lacZ lineas discontinuas). Las células fueron
incubadas en medios con diferentes concentracm&uSQ a 30°C y recogidas a diferentes
tiempos para cuantificar la actividad en los extacelulares. CTT: 0 mM, lineas azules; 0,3
mM, lineas verdes; 0,6 mM, lineas rojas. CF: 0 fidgas azules; 0,02 mM, lineas verdes; 0,04
mM, lineas rojas.

El efecto de delecionar esta region fue el misom & causado al delecionar el
gencorE entero (Fig. 4.42). Ya que la eliminacion al coetplde esta secuencia podria
alterar la estructura de la proteina, se decidiall a cabo la mutacion puntual de cada
uno de los residuos de cisteina a alanina de mamdgpendiente.
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4.5.6.8. MUTACIONES PUNTUALES EN EL DOMINIO CRD DE CorE

Para llevar a cabo estas mutaciones se siguidotbgmlo proporcionado por
Invitrogen (en su kiQuickChangelf® site-directed mutagenesBetalles en Material y
Métodos). Las mutaciones se realizaron sobre enptio pNGOO utilizando los
oligonucleodtidos que para tal efecto fueron diseBadse recogen en la Tabla 3.2. Una
vez fueron confirmados por secuenciacion de ADNpgiE@smidos portadores de las
mutaciones deseadas, se electroporaron en la S&pEEBZY (AcorE cuoB-lacs, y
las colonias obtenidas resistentes a kanamicinatnaciclina fueron comprobadas
mediante Southern blot y PCR exactamente igualsgulizo con la cepa JMOOBZY.
Las cepas obtenidas fueron designadas como sermaeasintinuacion:

CEPA GENOTIPO
SDM181BZY corE“® cuoB-lacz
SDM184BzY corE°*®* cuoB-lacz
SDM189BZY corE*® cuoB-lacz
SDM192BZY corE°'?A cuoB-lacz
SDM194BZY corE“*** cuoB-lacz
SDM206BZY corE€?%A cuoB-lacz

Los plasmidos y las mutaciones que porta cadaseammcuentran en la Tabla 3.2
(Material y Métodos), y una representacion de Isiggdn de cada una de las cisteinas
mutadas en la regiéon CRD se recoge en la Fig. 4.64A
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Figura 4.64. Esquema de las diferentes mutacionetigles realizadas en CorE. Los nimeros
de tres cifras indican la posicion de cada unaadecisteinas en la proteina (mismos numeros
que se identifican en el plasmido y la cepa queapada una de las mutaciones).

El control de CorE sobre la regulacion de la trapsion decuoB permitio
seguir el efecto de cada una de estas mutaciorgiamesla determinacion de actividad
B-galactosidasa para la fusionoB-lacZ Las determinaciones cualitativas (Fig. 4.65) y
cuantitativas mostraron importantes diferenciasuanto a la actividaf-galactosidasa
en cepas portadoras de proteinas CorE mutadasespecto a la determinacion fle
galactosidasa en extractos celulares de una cep@apee CorE en su conformacion
nativa (WT). Se observaron cuatro efectos prinegal

1- Incremento de los niveles basales de expresiéaysencia de cobre).

2- Pérdida de actividaptgalactosidasa practicamente por completo.

3- Pérdida de una rapida sensibilizacion al cobre.

4- Pérdida de desensibilizacion pasado un tiempcetrasntacto con el metal.
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WT C181A C184A
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Figura 4.65. Actividag-galactosidasa para diferentes cepadideanthus Cada una de estas
cepas porta una fusiG@uoB-lacZ y se le ha introducido el gen para CorE con ueecia
original (WT) o con alguna mutacién que resulteuencambio de una cisteina por alanina
(indicadas en la figura). Las células fueron cotreelas a D@ de 15 e incubadas a diferentes
tiempos a 30°C, en medio CTT con (0,3 mM) o sirre@icional.
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4.5.6.8.1. Mutaciones Puntuales con Pequeiio Efecto en la
Funcion de CorE.

Cuando las cisteinas en posicién 181 y 206 fuenatadas a alanina, el perfil de
expresion de la fusidrtuoB-lacZ no se alter6. Se mantuvieron unos niveles de
expresion muy bajos en ausencia de cobre afadiths anedios de cultivo, que
incrementaron a las pocas horas de entrar en tontan el metal, descendiendo
posteriormente (Fig. 4.66).

A) 0 mM Cu B) 0,3mM Cu
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Figura 4.66. Actividad especifiggtgalactosidasa de la fusi@uoB-lacZpara cepas d#/l.
xanthusportadoras de Cor®/T (linea azul), CorE®” (linea rosa) y CorE®” (linea violeta).
Las células fueron incubadas en medio CTT a ungd@ partida de 15, a 30°C, durante los
tiempos cuya medida se representa en la grafieabaeas de error representan la desviacion
estandar de al menos tres medidas independientégedios sin cobre adicionado. B) Medios
con 0,3 mM de sulfato de cobre. C) Posicion derlasaciones puntuales en el dominio CRD.

4.5.6.8.2. Mutaciones Puntuales que Alteran la Capacidad
de Sensibilizacién y Desensibilizacion de CorE.

La sustitucion de las cisteinas en posicion 1224ypor alanina resultaron en un
cambio en el perfil de expresion deoB. Los niveles de expresion de esta fusion
cuando las cepas fueron crecidas en ausencia de adadido a los medios resultaron
mayores que en la cepa con COIHFig. 4.67A). Sin embargo, este incremento de
actividad basal no derivé en una pérdida de laadad de respuesta de CorE cuando
se afadié cobre a los medios de cultivo. Aunqupeséié el rapido incremento de de
actividad en las primeras horas de contacto comedl, la induccion de la fusi@uoB-
lacZ en estas cepas crecidas en presencia de cobréfusuave y mantenida a lo largo
del tiempo. Los niveles de expresion alcanzarooreal similares que en la cepa con
CorEWT pasadas 24 h de contacto con el metal (FigBj}.67
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Figura 4.67. Actividad especifigdtgalactosidasa de la fusiG@uoB-lacZpara cepas dél.
xanthusportadoras de Cor®/T (linea azul), CorE* (linea ciruela) y CorE** (linea gris).
Las células fueron incubadas en medio CTT a ungd2@ partida de 15, a 30°C, durante los
tiempos cuya medida se representa en la grafieabagas de error representan la desviaciéon
estandar de al menos tres medidas independientédedios sin cobre adicionado. B) Medios
con 0,3 mM de sulfato de cobre. Notese la difeeerai escala de ambas gréaficas. C) Posicion
de las mutaciones puntuales en el dominio CRD.

4.5.6.8.3. Mutacion Puntual que Altera Fuertemente la
Capacidad de Desensibilizacion de CorE.

En el caso de la mutacion C184A se perdi6 la ¢dpdale desensibilizacion por
completo, incrementando los niveles de actividagmsencia de cobre hasta valores
muy superiores a los presentados por la cepa poaad CorBVT o cualquiera de los
mutantes puntuales anteriores (Fig. 4.68A). En rauisede cobre, los niveles de
actividad también fueron mayores para la cepa corEC*** que para la cepa con
CorE"", pero alin asi estos valores incrementaban alredied@5 veces al adicionar
cobre a los medios de cultivo (Fig. 4.68B).

4.5.6.8.4. Mutacion Puntual que Altera Fuertemente la
Capacidad de Respuesta de CorE.

Para la mutacion C189A los niveles de actividadaesencia de cobre fueron
similares a los alcanzados por la cepa con GWME(Fig. 4.69A). Sin embargo, se
observo una reduccion de actividad del 93% a lashdoas de incubacion con el metal
con respecto a esta cepa (Fig. 4.69B). Este résuitaica claramente que esta cisteina
va a tener un papel muy importante en la respubst@orkE frente a una situacion de
estrés por cobre.
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Figura 4.68. Actividad especifiggtgalactosidasa de la fusi@uoB-lacZpara cepas d#/.
xanthus portadoras de CorE WT (linea azul) y COf®* (linea roja). Las células fueron
incubadas en medio CTT a una §£2le partida de 15, a 30°C, durante los tiempos cwdida

se representa en la gréfica. Las barras de epoegentan la desviacion estandar de al menos
tres medidas independientes. A) Medios sin cobigahdo. B) Medios con 0,3 mM de sulfato
de cobre. Nétese la diferencia en escala de ambfisag. C) Posicion de la mutacién puntual
en el dominio CRD.
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Figura 4.69. Actividad especifiggtgalactosidasa de la fusi@uoB-lacZpara cepas d#/.
xanthusportadoras de CorBVT (linea azul) y CorE®” (linea verde). Las células fueron
incubadas en medio CTT a una §§le partida de 15, a 30°C, durante los tiempos cwdida

se representa en la gréfica. Las barras de epoegentan la desviacion estandar de al menos
tres medidas independientes. A) Medios sin cobigahdo. B) Medios con 0,3 mM de sulfato
de cobre. C) Posicién de la mutacién puntual etfosiinio CRD.
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5.1. HOMEOSTASIS DEL COBRE EN M. xanthus

Las mixobacterias son microorganismos muy comuneka enaturaleza, sobre
todo en la zona superficial del suelo. Debido aclmsstantes cambios que se originan
en su medio habitual de crecimiento, deben posemanismos que permitan hacer
frente a estas continuas alteraciones. Es porgelose ha favorecido a lo largo de la
evolucion el desarrollo de un complejo ciclo deaviflie les permite responder frente al
agotamiento de nutrientes, soportando condicionelversas gracias a su
comportamiento social. Cuando las condiciones ameha ser favorables, las
mixdsporas que se han formado en el proceso deutspion podran germinar, lo que
conducira a la formacion de un nuevo grupo de iddivs que crecera vegetativamente
y se nutrira de un modo cooperativo (Dworkin, 19Q8iser, 2003).

Entre las condiciones adversas a las que tienehapes frente estas bacterias se
encuentra la presencia de metales pesados comubmd. EEste metal, en cantidades
elevadas en determinados suelos como consecuaeneietididades humanas, tiene un
interesante papel dual debido a su efecto toxico pda vez esencial en las células. De
hecho, se conocen humerosos sistemas tanto enssngsneucariotas como procariotas
gue presentan un estrecho y riguroso control cgetmlde mantener unos niveles
intracelulares adecuados (Burkhesdl., 2009; von Rozycki y Nies, 2008; Yamamoto
e Ishihama, 2005). Por otro lado, este metal eka@ionado con diversas enfermedades
humanas y con la virulencia de varios patégenos,I@paue estan siendo objeto de
estudio numerosos procesos de transporte y regolae la homeostasis del cobre en
mamiferos (Bertinato y L’Abbé, 2004; Nies, 1999j¢Py Thiele, 2002; Strausad al.,
2001). En cuanto a la respuesta al cobre en podasyidos son las bacterias cuyos
mecanismos se conocen en mayor profundiiadoli y E. hirae (Rensing y Grass,
2003; Solioz y Stoyanov, 2003). Es importante tas@ue ninguna de estas bacterias
lleva a cabo procesos de diferenciacion celularJgpque el estudio de los mecanismos
implicados en la resistencia y homeostasis delecebrM. xanthus podria revelar la
existencia de mecanismos y rutas de regulaciomgasen los dos microorganismos
anteriores. El conocimiento de la respuesta alecehrprocariotas contribuira sin duda
al conocimiento de la respuesta a este metal ehesuaros sistemas vivos.

Gracias a la secuenciacion del genomaldganthus (Goldmanet al., 2006) ha
sido posible determinar la existencia de regiongs gacumulan genes con dominios
conservados implicados en la homeostasis del colm@de estas regiones, denominada
CR1 y que contiene 26,5 kb, engloba diversas pragefue han sido objeto de estudio
en el desarrollo de esta Tesis Doctoral. La CRiesgmta un 0,29% del genomaMe
xanthus, y ademas hay otras regiones donde se encuerniggamas Cus y Czc
inducibles por cobre, que incrementaran esta poajpoihasta el 0,61%, permitiendo a
esta bacteria hacer frente a un estrés originadcegte metal. En el genoma bk
xanthus se han identificado sistemas relacionados con aebstasis de metales por
triplicado: tres sistemas Cus, tres Czc, tres AdRde tipo B y tres MCOs (Fig. 4.6).

5 de estos 9 genes se encuentran en la CR1. Segumabajos consultados, esta
redundancia génica no parece ser una situacioncomayn.P. putida, una bacteria con

un alto numero de genes implicados en la resistemonetales pesados, posee algunos
sistemas duplicados que pueden estar ejerciendusi@ma funcion o responder ante
diferentes condiciones. En el caso del cobre, ptas2 operones capaces de quelarlo
(Canovast al., 2003).
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En 2003, Banci y Rosato realizaron un analisis @jlale todos los genomas
depositados hasta la fecha en bases de datos,temoin 350 proteinas diferentes
implicadas en la union del cobre. Hasta esa faeamasolo se disponia de la estructura
de 14 de esas proteinas, 10 por NMR y 4 por avgtafia de rayos X. Tan solo 5 de
esas proteinas pertenecian a procari@aiirae, B. subtilis (3 de ellas)y P. syringae.

En 2008, Andreingt al. volvieron a realizar un analisis similar con uritwioeen mayor
de informacion. Determinaron que el tamafio mediopdateoma para un organismo
(procariota o eucariota) relacionado con el colsrenenor del 1%. En el mismo afio,
Ridge et al. analizaron 450 genomas de bacterias y 35 de aquega determinar la
frecuencia de transportadores y proteinas reladasaon el cobre, obteniendo como
resultado que en muchos organismos que no presgmai@inas que unan cobre existen,
sin embargo, transportadores para expulsar el exdes este metal que puedan
encontrarse en su entornbl. xanthus presenta, como hemos visto previamente,
numerosos genes implicados en la homeostasis ded qoie le permitirdn hacer frente
a un ambiente con concentraciones fluctuantestdenestal durante su ciclo de vida al
completo.

Los metales de transicion, entre ellos el cobemeth un papel muy importante
como cofactores de determinadas enzimas, catabzesatciones de intercambio de
electrones, uniendo sustratos y estabilizando ctatas proteicas. Estos iones no son
producidos ni consumidos durante tales reacciof@sgue sitia el estudio del
metabolismo de los metales de transicion en ureafazt Gnica entre la quimica y la
biologia, dando lugar a la definicion de metalopoata como la unidad funcional de la
biologia de los metales de transicion (Thiele ¥ilgi2008; Williams, 2001).

Se ha determinado que las células que han entradbaiclo de desarrollo son
entre 15-17 veces mas sensible al cobre que aguglacrecen vegetativamente. Las
células, durante el proceso de diferenciacion areetlugar en el ciclo de desarrollo,
van a sufrir grandes cambios a nivel de la envupliea cambiar de forma y
transformarse en mixdésporas (Yadagal., 2008). Estas alteraciones podrian ser las
responsables de la extrema sensibilidad al cobeepgesentaVl. xanthus durante el
desarrollo. Ademas, son células fisiologicamentereintes, ya que presentan niveles de
energia mas bajos que las células vegetativastr&s acasiones se ha demostrado que
el estado de las células altera la sensibilidacbhte, lo que apoya la idea de que el
estado fisiol6gico de las células es un factor imyortante para la tolerancia al cobre
(Outtenet al., 2001; Treeet al., 2005).

Sin embargo, cuando los mecanismos de respuestdbid han sido inducidos
previamente durante el crecimiento vegetativo, dakilas son capaces de resistir
concentraciones mucho mayores en el ciclo de d#leathasta 2-2,5 mM), resistencia
al cobre similar a la que preseiacoli (Frankeet al., 2003). La redundancia génica en
esta bacteria permitira la adaptacion a diferesiteaciones de estrés por cobre durante
largos periodos de tiempo.

El andlisis de diversos mutantes de delecion enpgasa genes relacionados con
la homeostasis del cobre eM. xanthus permitidé identificar varios realmente
importantes para la superviviencia de esta baatarjaresencia de altas concentraciones
del metal, comauoB y corE, o cuoA y corSR1 (Sanchez-Sutil, 2009). De entre los
reguladores dé&l. xanthus que podrian estar relacionados con la homeostakisobre
hay al menos dos (CorE y CorSR1) que estan direstemimplicados. El analisis de la
respuesta al cobre mediada por las MCOs CuoB y Cuagir el factor sigma CorE,
sera tratado en apartados posteriores
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5.2. MCOs EN M. xanthus

El andlisis del genoma de est&®roteobacteria ha revelado la presencia de tres
MCOs. Debido a la gran variedad de funciones endgas estas enzimas estan
implicadas, se ha investigado el papel que deseanpeiM. xanthus y las posibles
razones de esta redundancia génica en el cromossamlo objeto de esta Tesis
Doctoral CuoB y CuoC.

El andlisis de la secuencia aminoacidica de Cu@BoC reveld la presencia de
una region rica en metioninas proxima a los centlelscobre, presente en aquellas
MCOs gque proporcionan resistencia frente al coBomC, proteina codificada por el
plasmido pco que permiteka coli tolerar elevadas concentraciones de cobre, es capaz
de unir Cu(l) y Cu(ll) en una region rica en metnas (Pearis@t al., 2003). Se ha
propuesto que este dominio podria tener una funoé@uladora, uniendo cobre y
activando las enzimas; 0 que podria actuar condiater en interacciones proteina-
proteina (Robertet al., 2003). Ademas, CuoB y CuoC presentan secuencias de
secrecion reconocidas por el sistema Tat, y pdo tserdn transportadas al periplasma
completamente plegadas y unidas a su cofactor @teal., 2006). Estas dos
caracteristicas indican que ambas proteinas vanoderpejercer un papel de
destoxificacion del cobre presente en el citoplasio@ante su translocacion al
periplasma como ocurre en el casoEdeoli con CueO (Rensing y Grass, 2009).
xanthus presenta otra MCO, CuoA, cuya homologia con CuoBuwpC es menor
(Sanchez-Sutil, 2009). No presenta esa regionemcanetioninas, y ademas se secreta
por el sistema Sec (por tanto incorporara el cehrel periplasma).

5.2.1. IMPLICACION DE CuoB Y CuoC EN LA HOMEOSTASIS DEL COBRE EN
M. xanthus

Los niveles y perfil de expresion para CuoB y Cso@ algo diferentes durante
el ciclo de desarrollo, pero mas adn en el crecitoigegetativo, indicando que estas
proteinas van a ejercer papeles distintos en repada toxicidad por cobre (Fig. 4.12
y 4.27). CuoB presenta un perfil de expresion duanaa un pico tras las primeras
horas de contacto con el metal, mientras que Cu@Septa una expresion basal e
induccion por cobre mantenida a lo largo del tienfpor su parte, la tercera MCO de
M. xanthus, cuoA, no tiene expresion basal pero si que se indupeesencia de cobre a
niveles mayores qurioC, incrementando los niveles de expresion a lo ldejdiempo
(Sanchez-Sutil, 20093uoC se expresa en ambas etapas del ciclo dewiglasencia de
metal, y sin embargo el mutante de delecion pasagen no parece ser esencial para el
desarrollo de las células. En cambio, durantectd cie desarrollo se observa un retraso
en la formacion de cuerpos fructificantes para espa, asi como una reduccion en el
namero de esporas y deficiencias en la capacidagmheinacion de éstas. Por su parte,
CuoB sufre una rapida induccion durante el creaiti®egetativo, proporcionando una
respuesta primaria a la toxicidad por cobre. Eseflorque el mutante de delecién para
cuoB es mucho mas sensible que cualquiera de los nestdet delecion para las otras
dos MCOs deM. xanthus, cuyos niveles de expresion incrementan y se evarti a lo
largo del tiempo. Sin embargo también presenta restante una sensibilidad mayor
gue la cepa silvestre o el mutante de delecion @a@ durante el ciclo de desarrollo,
donde los niveles de expresion para las fusieneB-lacZ y cuoC-lac-Z son bastante
similares en presencia de concentraciones cresiedée sulfato de cobre. Una
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explicacion para estas diferencias podria radinalaeactividad especifica que lleve a
cabo cada MCO. Por otro lado, los mecanismos ddaeign para ambos genes seran
diferentes. De hecho, mientras que el reguladdCuteB ha sido identificado como el
canonico factor sigma CorE, ain no se conoce ellgslador/es de CuoC.

Las formas esféricas que se observan en las céledggativas del mutante para
cuoC en presencia de cobre sugieren pérdida de pehtaow (Fig. 4.15), algo que no
ocurre en otros microorganismos en los que sethdiado la respuesta al cobre, como
en E. coli. Este comportamiento puede ser atribuido a la lpecestructura del
peptidoglucano que preserith xanthus, formado por parches conectados por puentes
sensibles al tratamiento con SDS y proteasas (Dngr993). Ademas, la cubierta de
la espora cuando las células llevan a cabo el dildesarrollo en presencia de 1,5 mM
de CuSQ se ve alterada, lo que indica que CuoC estaréieelo un papel importante
en la destoxificacion del metal a nivel del pedpi@a, puesto que las proteinas y
polisacéaridos que forman la cubierta de la espebeewnl pasar del citoplasma al exterior
a través del periplasma (Inouyat al, 1979), y en este transporte pueden sufrir
alteraciones cuando el cobre no esta siendo ademgade destoxificadaotA de B.
subtilises una MCO que va a formar parte de la cubierta dspora pero cuya sintesis
no es inducible por cobre (Martires al., 2002). CuoC podria estar ejerciendo una
funcion similar, ya que se induce en ausencia déealmPero también se induce
fuertemente por cobre durante el crecimiento véigetapor lo que deberia estar
ejerciendo otro papel en la proteccion de las aélfilente a altas concentraciones de
cobre.

En varios sistemas se han descrito regulacionediphedl para proteinas
implicadas en la respuesta al cobre.EEwgoli hay un sistema de dos componentes que
media en la respuesta frente a diversos tipostdeses que dafian la envuelta celular y
en la regulacion deopA, uno de los genes relacionados con la respuestdid into a
cueO y cusC enkE. coli (Raivio y Silhavy, 1999; Yamamoto e Ishihama, 20@&)emas
hay otros tres reguladores relacionados con la bstagis del cobre, uno de ellos
(CueR) también regulara la expresion de CopA @:ib).

"CueR —» —»
: S

CusSR > - "
‘ '“Yed\lw'- Homeostasis
cobre
_x y. |

X—»( CpxAR |—> —»

T

Y

Figura 5.1. Organizacion del estimulén del cobrepr@sentacién de una célulaecoli (en

gris el periplasma). Hay un gran niumero de reg@amelicados en la homeostasis del cobre. X
e Y representan efectores no identificados queavd@tectar diversos tipos de estreses. CusSR,
CpxAR y YedVW son sistemas de dos componentes.RCesrun regulador de tipo MerR.
(Modificado de Yamamoto e Ishihama, 2005).

La presencia de tres MCOs é. xanthus parece tener una explicacion
temporal, induciéndose cada una de ellas en ditssemomentos del ciclo de vida,
frente a diversas concentraciones de cobre. Penmasd podria existir una diferencia
funcional, presentando cada una de ellas diverdagdades enzimaticas, cosa que solo
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podra ser demostrada con la purificacion y caraeteidn de cada una de estas
enzimas. Los datos de actividad cuproso oxidasax#mractos celulares indican que
CuoC va a contribuir a través de esta actividadn{ahos durante el crecimiento
vegetativo), en presencia de elevadas concentescibm cobre (Fig. 4.19). Sin embargo
la medida de actividad cuproso oxidasa en extratgbmutante pareuoB con respecto

a la obtenida para la cepa silvestre no se ve disda, sino que incluso incrementa
tanto en ausencia como en presencia de cobre4(Bit). El hecho de que los niveles de
actividad sean en ocasiones mayores en el mutantieldcion podria deberse a una
fuerte induccion de las otras dos MCOs que pdéeranthus cuando la actividad de
CuoB, que parece ser la responsable de la resppestaria frente a la toxicidad
generada por este metal, es abolida. Los nivede2# h de incubacion en presencia de
0,3 mM de sulfato de cobre son coherentes coredtados previos de induccion del
promotor paracuoB, ya que a esa concentracion y tiempo de incubasmoreduce la
expresion deuoB a niveles casi imperceptibles. Los datos prelinegarbtenidos con
CuoB purificada indican que esta MCO es una metadesa, lo que indica que
protegera a las células dé. xanthus de la toxicidad por cobre mediante actividad
cuproso oxidasa (Tabla 4.2).

Se propone que de los genes cromosomicds. enli el sistemacue funciona
como un sistema primario de eflujo de cobre, yguastemacus solo se activa cuando
los sistemas primarios han sido desbordados y nosséicientes para controlar la
situacion. Por tanto, el sistencae conferira resitencia al cobre bajo condiciones de
moderada/alta concentracidbn de cobre, mientras ejusistemacus aumentara la
tolerancia bajo condiciones de estrés extremo pbrec (Outtenet al., 2001). Un
ejemplo similar podria ser valido en el casoMlexanthus, en el que CuoB formaria
parte del sistema primario de destoxificacion daeo

Pseudomonas fluorescens SBW25 también posee dos sistemas, uno que se activ
en ambientes donde hay escasez del metal faciittm@ntrada del poco cobre que
haya; otro cuando las concentraciones son altagyxdficando (Zhang y Raine, 2008).
En eucariotas, el factor de transcripcion MTF1mseagga de inducir la transcripcion de
metalotioneinas cuando se une a metales. En DridgsophTF-1 parece activar la
sintesis de CTR1, proteina que introduce cobreagrtélulas cuando hay escasez del
metal. MTF-1 tiene, por tanto, un papel dual alvactmecanismos de respuesta frente a
bajas y altas concentraciones de cobre (Selebahj 2005).

Hay sistemas para otros metales en los que tambidgsten diferentes
mecanismos de regulacion. El regulador presenteHencobacter pylori, NikR,
reconoce dos tipos de promotores, unos con altedafl que van a dar lugar a la
sintesis de proteinas relacionadas con el niqueginhet al., 2007) y otros con baja
afinidad, para otro tipo de proteinas (Dosamjil., 2009).

M. xanthus posee tres genes paralogos que codifican tres MGQ@s,estan
ejerciendo papeles diferentes y presentaran diferegulacion. Segun datos obtenidos
en nuestro laboratorio, CuoA tendria un importgmapel en la destoxificacion del
periplasma y seria necesaria para la resistenaias concentraciones de cobre, tanto
durante el crecimiento vegetativo como duranteidb ae desarrollo (Sanchez-Sutil,
2009). Por su parte, CuoB seria esencial en laiestp primaria al estrés generado por
cobre, y CuoC tendria un importante papel durahtéesarrollo, especialmente en el
proceso de esporulacion.
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5.3. CARACTERIZACION DEL FACTOR o CorE EN M. xanthus
5.3.1 CorE: FACTOR o DE TIPO ECF

Del andlisis de CorE se ha deducido que es unaipeotde M. xanthus
catalogada como factor sigma de tipo ECF (o deparlV), ya que contiene los
dominios conservados en este grupo (Cammbell., 2002; Paget y Helmann, 2003).
La familia Sigma-70 esta subdividida en 5 grup@saduerdo con la clasificacion que
propuso Helmann en 2002, siendo el grupo IV o dé-<€€l mas emergente, con
numerosos representantes a los que se van sumamgdosnmiembros a una gran
velocidad (Chenegt al., 2008; Kawanat al., 2009; Lourenco y Gomes, 2009; Potein
al., 2008).

Su localizacidon se ha determinado citoplasmatiaesiiRados, seccion 4.5.1 y
4.5.2). Sin embargo, el gaorE se cotranscribe con los gemeoB y MXAN_3424
(Fig. 4.21), ninguno de los cuales codificaria praeina similar a un antisigma, y por
tanto este ECF no cumpliria una de las caractagtomunes de este tipo de proteinas.
Es habitual que los factores sigma del grupo I\éateanscriban con una proteina que
actie como antisigma (Brooks y Buchanan, 2008; Hetm 2002; Hughes vy
Mathee,1998; Missiakas y Raina, 1998), aunque @&mbé han descrito ECFs en los
que el factor antisigma no se encuentra en el mggmeodn (Thakuet al., 2007).

En el caso de CorE no existe una autorregulaciérptzia de su expresion (Fig.
4.43), aunque tampoco se ha observado en otros,EH@G¢layendo PbrA deP.
fluorescens o Fecl de E. coli (Brooks y Buchanan, 2008; Sextehal., 1996). Sin
embargo, CorE regula su propia expresion deperedgmnsulfato de cobre (Fig. 4.43B),
condicidon que también activa, por ejemplo, los gen®B y copB cuya expresion
depende completamente de CorE (Fig. 4.42). CorEp@stanto, responsable de la
induccién temprana en respuesta al cobre de siopgep y de aquellos que regula. En
el caso de RpoE de coli, existe una doble regulacién consistente en @msdripcion
basal a partir de un promotor no dependiente d&ERypana transcripcion a partir de un
promotor dependiente de RpoE, mayor que la basahiga en respuesta a estrés
térmico, lo que asegura una continua producciORpleE bajo diferentes condiciones
metabolicas y ambientales (Cheetgal., 2008). Este podria ser el caso de CorE, con
una autorregulaciéon parcial dependiente de cohneayregulacion basal y en respuesta
a cobre de manera mas tardia dependiente de dwaidad de la ARN polimerasa y
quizas de algun otro factor de transcripcién, gae®mozcan otro promotor diferente. La
existencia de otro/s regulador/es que controleax|aresion de CorE asegurara unos
niveles minimos de proteina en la célula que peartmitcer frente a una situacion de
estrés por cobre.

Para intentar localizar algun posible reguladorcoid, se introdujo la fusion
transcripcional corE-lacZ en diversos mutantes de delecion para reguladores
transcripcionales con diversos perfiles de expre§idducibles por cobre, por el ciclo
de desarrollo o sin un patrén definido). En ningaso se observo pérdida de actividad
B-galactosidasa para la fusiéorE-lacZ, indicando que ninguna de estas proteinas esta
controlando completamente la expresion de CorE@-#t). Por tanto, el mecanismo de
regulacion de la expresion de esta proteina detdilaeidado para arrojar luz sobre la
regulacion global del cobre &h xanthus.
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No se ha demostrado que CorE actie como un fagtoasensu stricto, pero la
homologia con otros factores sigma como RpoE, RvdZarQ, la presencia de los
motivos PF04542 y PF08281 absolutamente consenamdsdos los miembros de la
familia sigma-70 que indica un margen infimo de anién a lo largo de la evolucion
(Campbellet al., 2008), asi como la necesidad de esta proteina graraover la
transcripcion de ciertos genes, apuntan en esacdire En 1993 se conocidé la
secuencia de CarQ (McGowan; referenciado en Gosgbal 1996), y en 1994 Lonetto
et al. lo clasificaron como ECF. Hasta 1996 Gorhetral. no propusieron el mecanismo
de actuacion CarQ-CarR, y esa interaccion no fuaodgada hasta 2003, cuando
Browning et al. también demostraron la actividad de CarQ comoofasigma,
promoviendo la transcripcion a partir de una regidmotoran vitro.

M. xanthus presenta una extraordinaria complejidad genomitangional que
no es una excepcion en el caso del numero de éscgigma que puede codificar (47
proteinas serian catalogadas como factores denia&igma-70). 28 de estos factores
serian clasificados como ECFs, aunque Kroos e l@lgvan este nimero hasta 38
(Kroos e Inouye, 2008). Este alto numero de EChajada versatilidad de esta bacteria
para responder a cambios en su entorno y el comnpielp de vida que va a llevar a
cabo.

5.3.2 PAPEL DE CorE EN LA RESISTENCIA AL COBRE DE M. xanthus

CorE esta implicado en la homeostasis del cobr#eranthus, al igual que
otros miembros del grupo ECF lo estan en la horasisstle metales (Grosseal.,
2007; Nies, 2004). Es imprescindible para el cadovida al completo de esta bacteria
en presencia de cobre, como demuestra la senaibipdesentada por la cepaorE
tanto durante el crecimiento vegetativo (Fig. 4.306é8mo durante el ciclo de desarrollo
(Fig. 4.41). Por otro lado, las curvas de crecittieealizadas en medio CTT liquido
sin adicionar ningin compuesto no muestran diféasnentre las cepas WT y el
mutante de delecion paarE. Es decir, este ECF es dispensable en condicidaes
crecimiento normales, como es habitual para lo®ffes sigma alternativos (Missiakas
y Raina, 1998; Pager y Helmann, 2003). Sin embangain medio pobre en nutrientes,
las células sufriran algun tipo de alteracion queide una correcta formacion de los
cuerpos fructificantes en el mutante de delecida @ E, posiblemente porque en ese
estado se necesite una activacion de los mecandendsstoxificacion de metales. De
hecho, cuando las células carentes de @oeEen en medio CF adicionado con BCS
(un quelante especifico para ‘Gupresentan un retraso ligeramente menor en la
formacion de cuerpos fructificantes (datos no naaksts). El hecho de que el proceso de
fructificacion se recupere cuando incrementan tagentraciones de sulfato de cobre
adicionadas a los medios, puede venir determinaidapinduccion de otros genes
(como los regulados por el sistema de dos compes&urSR1) que realicen funciones
similares a los regulados por CorE, supliendo stenméa cuando consiguen ser
inducidos, dando sentido a la redundancia génieaepte erM. xanthus para estos
genes.

En relacién a otros tipos de estreses que podeiagenerados por la presencia
de un exceso de cobre, como el simulado con laéadae peroxido de hidrogeno al
medio de cultivo, tampoco se observaron diferencisando se realizaron curvas de
crecimiento con la cepa WT y el mutante de delepaacorE (Fig. 4.40B). Ademas,
la construccion de una fusion transcripcional eatrgencorE y el genlacZ deE. coli

169



5. DISCUSION

demuestra que su expresion se induce a medidangugrnientan las concentraciones de
cobre en el medio en ambas fases del ciclo de (fida 4.38). Por tanto, CorE va a
tener un importante papel en la homeostasis deecaiM. xanthus.

5.3.3 GENES REGULADOS POR CorE

El papel que CorE va a desempeiiar en la homeod&si®bre viene dado, en
altima instancia, por la funcién que llevaran acis genes que regula. El andlisis de
diversas fusiones transcripcionales entre genéd.d@nthus y el genlacZ de E. coli
ha revelado que este ECF va a ejerce un controlgbaobre la transcripcion de la
ATPasa de tipo R CopA y la suya propia (como se ha comentado preamda). Los
genescopB y cuoB presentan una expresion inducible por cobre coaplente
regulada por CorE, pues los niveles de activighdalactosidasa se vuelven
indetectables cuando estas fusiones se analizanaenepa portadora de una mutacion
en fase paraorE (Fig. 4.42). Ya que el mutante de delecién par& es mas resistente
al cobre que el mutante paraoB, podria ocurrir que se indujeran otros sistemas de
respuesta al cobre debido a la ausencia de lasipastcuya expresion va a controlar
CorE, o bien a que aun se mantenga cierta exprbesi€el del gecuoB. Por tanto, se
propone CorE como regulador principal en el cascudB y copB, y la presencia de un
promotor interno desde el que se regule la expredé@orE, puesto queuoB y corkE
se cotranscriben en el mismo ARNm (Fig. 4.21).

Los perfiles de expresion a@eoB y copB dependientes de cobre y controlados
por CorE son idénticos: un rapido incremento ereXpresion tras el contacto con
sulfato de cobre, alcanzando un pico a las dosshdeaincubacién de las células,
seguido de un descenso igualmente rapido que equips niveles de actividag-
galactosidasa tras 48 h a los iniciales. En el dasts tres genes codificados por el
cromosoma dé. coli implicados en la respuesta al coloopA, cueO y cusC, se ha
visto que presentan un maximo de expresion a togatos de la adicién del metal, tras
lo que desciende la expresion y vuelven a presantas niveles idénticos a los iniciales
pasados 30 minutos (Yamamoto e Ishihama, 2005)ef@o en cuenta que el tiempo
de generacion dE. coli es de unos 20 minutos y el B xanthus de 4 h, el perfil de
expresion en ambas especies en relacion con eldaatlivision celular para estos genes
no es tan distinto como podria parecer, y por tamncambos casos esta teniendo lugar
una respuesta primaria frente a un exceso de evbeé medio en la que intervienen, al
menos, estos trios de genes. Para que se de poastsasi de rapida, los reguladores
gue controlan estos genes deben ser capaces dadesp un estimulo que tiene lugar
justo tras la adicion de cobre, y que no perduraaséado, puesto que luego los niveles
de expresién descienden igual de rapido que aunoentanE. coli, la transcripcion del
gen spy esta regulada por los sistemas de dos compon&pedR y BaeSR
(Yamamotoet al., 2008). La respuesta dependiente de CpxAR es inaymd cobre y
tiene lugar poco después del contacto con el metaldependiente de BaeSR es
dependiente de zinc, y ocurre tras una exposiciotopgada al metal. Estos autores
proponen que sera necesaria la deteccién de cidafiss en la envuelta celular para
que se produzca la induccion de los genes en rsispaieZn.

La induccién de la expresion de los genes reguladosCorE parece depender
Unica y exclusivamente de cobre y no de otros e®téln el caso de las fusionasZ
paracuoB y copB, se realizaron ensayos en los que estas cepamfoegcidas en
medios de cultivo suplementados con otros metataso Zn’*, Cdf*, Cd*, Ni**, Fe
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(F€* o FEY), Au™*y Ag". En ninglin caso se pudo apreciar expresion deicauip-
galactosidasa, por lo que la expresion de estogsggnel papel que CorE va a
desempanar estan exclusivamente relacionados coobet, mas concretamente con
CU**, pues ademas de los resultados que evidenciameshe y seran discutidos con
posterioridad, el uso de Aggomo agente mimético de Cuo produjo induccion de
estos genes. Hay sistemas muy especificos pacbed, como los d&. hirae o los de

E. coli (Rensing y Grass, 2003; Solioz y Stoyanov, 2008)otos casos también se ha
descrito una alta especificidad para otros metateso por ejemplo en el caso de GolS
de Salmonella enterica serovar Typhimurium, regulador de tipo MerR especifico para el
oro (Checeet al., 2007), muy similar a CueR d coli (este ultimo, menos especifico,
responde a cobre, aunque también puede unir AUy Ag

En base a las regiones promotoras de los geneldeg por CorE, se trato de
identificar las posibles secuencias reconocidasepte ECF. El alineamiento de estas
tres regiones no permitié identificar ninguna secie conservada. Asi mismo, la
busqueda del elemento 'AAC', conservado en la meg8d reconocida por muchos
ECFs (Helmann, 2002), tampoco reportdé ningun radaltfavorable. La secuencia
conocida comacop box, cuya secuencia es TACANNTGTA (Portmasinal., 2004)
tampoco se ha localizado en estas regiones. Laubdagbioinformatica de posibles
promotores es complicada, debido a la capacidald deayoria de factores sigma de
tolerar varios desemparejamientos en relacion asenaencia consenso. Por tanto, es
relativamente dificil asociar sin ambigtiedades em gpn un factor sigma que regule su
expresion.

Hay casos descritos en los que diferentes secsepueden generar la misma
respuesta de una proteina reguladora. Por ejeml@d® y PbrR son reguladores tipo
MerR deC. metallidurans. Estas proteinas son capaces de activar la tijpciscr, en
respuesta a metales, de genes presentes en attegdsacon promotores reconocidos
por reguladores de tipo MerR, pero cuyas secuenldfi@sen de las que presentan los
promotores que reconocen en su cepa de origemarfdtlal., 2008). A veces también
hay solapamiento en la regulacién de genes poredifes ECFs (Maschet al., 2007).
Generalmente esto ocurre cuando las secuenciag -3® reconocidas por estos
factores sigma son similares y conservan el mofthAC' en -35. La secuencia que
reconozca CorE no va a ser la tipica descrita ladstea para la mayoria de ECFs, como
tampoco lo es su mecanismo de accion.

Aln asi, hay ECFs para los que se ha demostradecehocimiento de
secuencias atipicas. Por ejemplo, la secuencia"A8Esta presente en las regiones -35
de los promotores reconocidos por PvdS en la Bspalomonas syringae pv. tomato
DC3000 (Swingleet al., 2008), ni en la regién promotora fieA reconocida por Fecl
de E. coli (Enz et al., 1995) ni en muchos de los genes regulados por RpoEsta
misma bacterigDartigalongueet al., 2001), o aquellos en respuesta a estrés oxidativo
regulados por SigM e@. glutamicum (Nakunstet al. 2007), como tampoco lo esta en
las regiones promotoras de los genes reguladoSqrér.

Las regiones promotoras reguladas por CorE debedeterminadas mediante
técnicas comdootprinting y primer extension. Ademas, el uso de la técnica ChIP
(chromatin immunoprecipitation) o el sistema de dos plasmidos puesto a punté. en
coli, que permiten hacer un rastreo del genoma coméatititara la identificacion del
regulén controlado por CorE.
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5.3.4 MECANISMO DE ACCION DE CorE

La homeostasis de metales en todos los microomasisequiere regulacion a
nivel transcripcional (Penella y Giedroc, 2005)s lfgoteinas metaloreguladoras unen
iones metdlicos directamente y reprimen, desreprimeactivan la transcripcion de
operones que codifican bombas de eflujo especifijgasa ciertos metales y/o
transportadores de membrana, reductasas, protéimasansporte citoplasmicas o
periplasmicas, proteinas que quelan metales oaegrds transcripcionales de repuesta
a metales (Silver y Phung, 1996 y 2005). Estauesa transcripcional a metales
parece estar regulada en bacterias principalmemt&aptores citoplasmaticos, sistemas
reguladores de dos componentes y en menor meaid&GFs (Hobman, 2007), donde
se incluiria CorE d#. xanthus.

5.3.4.1. REGULACION INDEPENDIENTE DE UN FACTOR ANTISIGMA

La mayoria de los miembros del grupo ECF de fastsigma responden frente a
un estrés citoplasmatico en combinacion con umfasitisigma que detecta el estimulo
(Hughes y Mathee, 1998). Sigma y antisigma van raceganscritos en el mismo
ARNmM en la mayoria de los casos, pero en lo queects a CorE no se cumple esta
premisa. En el caso de° (sigC) de Mycobacterium tuberculosis tampoco se ha
encontrado antisigma cotranscrito, y algunos astpreponen que tampoco funcione
con un antisigma, aunque no se ha demostrado (T, 2007).

En el caso de CorE no existe antisigma que lodilegr presencia de cobre, ya
que la sobreexpresion de Contvivo no produjo un incremento en los niveles de
actividad p-galactosidasa para la fusi@énoB-lacZ (Fig. 4.48). Ni siquiera la adicion
externa de sulfato de cobre incrementé los nivelesactividad, indicando que la
cantidad de proteina no es un factor determinantéaeregulacion de la respuesta
primaria al cobre por CorE. La sobreexpresion deERenC. crescentus hace que se
induzcan los genes que estan regulados por ébpoesta a diferentes tipos de estrés, al
igual que la de Fecl (Eret al., 1995; Lourenco y Gomes, 2009). Ilgualmente, Rodrig
et al. sobreexpresaron una serie de ECFsMentuberculosis para determinar los
promotores que estaban reconociendo sin neceseladribcer el estimulo necesario
para que cada ECF iniciara la transcripcion, edivasl efecto de sus antisigmas.

El mecanismo de actuacion de CorE seria diferemtedbs los propuestos hasta
ahora para factores sigma de tipo ECF (Brooks yhBoan, 2008), y no necesitaria
ninguna proteina que controle su actividad. Comohaevisto en el apartado
Introduccién, el mecanismo de accion de algunossE€3diferente al estandar sigma-
antisigma, aunque siempre parece haber una proteptiaada que module la actividad
del ECF, lo que pone de manifiesto la gran vaiiddd que existe entre proteinas
reguladoras de la transcripcion génica.

5.3.4.2. UNION AL ADN DEPENDIENTE DE Cu?*

Los resultados de los experimentos de retardo enohalidad electroforética
llevados a cabo con hCorE, sostienen que estaipaiots capaz de unirse al ADN sélo
en presencia de &{ puesto que la presencia de BCS ademas de sdkéampbre
adicionada a la reacciéon de union fue necesara@aservar un retardo en la movilidad
electroforética (Fig. 4.52). Este quelante espezifle Cli se ha utilizado desde hace
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muchos afios para realizar determinaciones de(Zak, 1958), ya que presenta una
fuerte afinidad por el Cyumientras que por el Gues muy débil (Xiaet al., 2004). Por
ello se utiliza cuando se quiere discernir entré YGU*, debido a que a veces es muy
complicado mantener este metal en uno de sus estiedoxidaciéon en los tampones y
condiciones utilizados en experimentacion; o cuande quieren realizar
determinaciones de CuPor ejemplo, para el regulador transcripcionalle@duras
Maclp se ha demostrado una dependencia dem@diante el uso de BCS. Si los
niveles de Cliincrementan se disocia del ADN, pero la union BINAes dependiente
de CU, ya que cuando se utiliza BCS en los ensayos d8/Me deshace el complejo
proteina-ADN (Heredia&t al., 2001), cosa que no ocurre cuando se utiliza uragtes
de iones divalentes como EDTA. De este modo indutar expresion de genes
necesarios para la captacion de cobre cuando bagexs reduciéndose la transcripcion
cuando los niveles de cobre intracelulares aumentan

Otros metales como 2h Cd*, C&*, Ni** y Au™®" no fueron capaces de
provocar un retardo en la movilidad electroforétieala sonda utilizada en ensayos de
EMSA con CorE, indicando que no son capaces deqgwernia union de la proteina al
ADN. Ni siquiera el uso de Agque se utiliza como agente mimético de” @or
presentar un radio atobmico muy parecido, pudo periai formacion de complejos
proteina-ADN, lo que refuerza la idea de que eobte en su estado de oxidacion (11)
el que promueve la union de CorE al ADN. En el adesda expresion de CopA &n
coli, positivamente regulada por CueR e inducida deemaarproporcional a la
concentracion de iones Guse produce una mayor induccion cuando se ufiiata
(Rensinget al., 2000). La adicion de Agtambién mimetiza el efecto de Tsobre
Maclpinvitro (Herediaet al., 2001)

La especificidad en el reconocimiento de’Chia sido demostrada en otras
protefnas, como en la proteina priénica PrP. Laided mostrada por Gles tan
selectiva que no presenta apenas capacidad deaddn ni a otros metales divalentes
(Stockelet al., 1998).

Hay muchos reguladores transcripcionales que ranesietales para unirse al
ADN, tanto en procariotas (Giedroc y Arunkumar, 20@enella y Giedroc, 2005),
como en eucariotas (Graléh al., 1991; Thiele, 1988; Zhou y Thiele, 1991), donde se
conocen factores de transcripcion que requierereqadra unirse al ADN como ACE1
de S cerevisae 0 AMT1 deCandida glabrata. Incluso se han descrito factores sigma
cuya respuesta se ve fuertemente inducida péf, @omo RpoQC. metallidurans
(Grosseet al., 2007). Pero no se conoce ningun factor sigma egeiera de un metal
para permitir que se inicie el proceso de transi@rip Una pregunta aun por resolver es
si esta necesidad de metal esta restringida aife wie CorE al ADN o si también es
necesaria para una correcta interaccion con eleaude la ARN polimerasa,
incrementando su afinidad para permitir la corréataacion de la holoenzima.

5.3.4.3. RESPUESTA DEPENDIENTE DEL ESTADO REDOX DEL COBRE

Puesto que los genes regulados por CorE presentmrrapida induccién en
respuesta al cobre, pero también un rapido desceosteriormente, se planted la
posibilidad de que CorE pudiera estar sufrienddrakipo de degradacion. Aunque los
niveles de activida-galactosidasa para la fusiéorE-lacZ se mantienen constantes
una vez alcanzado el maximo de expresion a ladrashel contacto con cobre (Fig.
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4.38), la estabilidad de la proteina podria s@figuna alteracion y esa ser la causa del
descenso en los niveles de expresion de los gamesragula. Los resultados del
Western blot para la deteccion de hCorEMenxanthus en presencia de 0,3 mM de
sulfato de cobre (Fig. 4.54) demuestran que nodeayadacion evidente de hCorE, y
por tanto el descenso en la expresion de los geesegula se debera a algun tipo de
inhibiciéon de CorE. En el caso @€ de E. coli, incluso disminuyendo los niveles de
ARNmM en condiciones de escasez de nutrientes, dug@® un incremento en la
estabilidad de la proteina que aumenta la relapiéteina/ARNm (Zgurskayaet al.,
1997).

CorE va a sufrir un proceso de sensibilizaciomdodas células se encuentran,
de repente, en un medio con una alta concentratgéonobre. Una vez que se han
inducido los mecanismos de respuesta frente aoggadiad, debe darse algun proceso
que inhiba su actividad, reduciéndose la expresiénlos genes que regula. Esta
hipotesis se corrobord al someter a las célulagcass/os choques por cobre. Aunque
los niveles de expresion derE ni siquiera se duplicaron ante un nuevo choque, la
expresion deuoB volvio a presentar un pico como si del primer cottacon el metal
se tratara (Fig. 4.57). Se propuso que esa samatiin/desensibilizacion de CorE
podria estar relacionada con el estado de Oxidecod@h del cobre en la célula. Como
se comenté en el capitulo Introduccién, el colseelien las células es muy téxico, lo
que ha dirigido la evolucion de mecanismos que emgan una estricta regulacion,
impidiendo que en condiciones normales el metarsrientre libre en el citoplasma
(Cavetet al., 2003; Raeet al., 1999). Pero cuando las células son sometidaschaque
por cobre éste podria alcanzar el citoplasma, perdn Cd* inmediatamente tras el
choque. El ambiente reductor intracelular y la nradproteinas van a ser los principales
mecanismos que evitaran la permanencia ¢ u el citoplasma (Raet al., 1999),
pero ese rapido estado de transicion podria seseiie para activar los mecanismos de
la respuesta primaria al estrés generado por cealstézacion de CorE por Gl e
induccion de (al menosjuoB, copB y copA. Eso explicaria porqué los genes cuya
expresion esta regulada por CorE presentan un qieaodo comienza el estrés por
cobre.

La expresion de una metano monooxidasa solublemetanotrofosesta
controlada por el estado redox de MmoS, una prateémsora que forma parte de un
sistema de dos componentes (Ukaegbal., 2006; Ukaegbu y Rosenzweig, 2009), y
depende des®. En ausencia de &y predomina la forma reducida de MmoS,
incrementandose la transcripciéon de sMMO (soluble).

La actividadp-galactosidasa para la fusi@ooB-lacZ en presencia de BCS y
cobre fue maxima (cuando la proporcién @u’* es minima), y menor en presencia de
ascorbato y cobre (proporcién @Ou?* maxima) o minima cuando se adicioné plata al
medio de cultivo (como agente mimético de")CLEIl efecto de la plata sobre la
inhibicion de una butano monooxigenasaPdeudomonas butanovora fue el mismo en
condiciones aerobias que el observado en condiianaerobias para el T(Dougthy
et al., 2008). En condiciones anaerdbicas se precisa enameconcentracion de sulfato
de cobre para reprimir la transcripcion de esteqganen condiciones aerobicas, puesto
que se favorece la presencia dé€ @uno ser oxidado. En condiciones de aerobiosis, |
adicion de un exceso de ascorbato reduce la coacent de sulfato de cobre necesaria
para conseguir el mismo efecto que en anaerobipsissto que se incrementa la
proporcion de cobre en su forma reducida. Del miamdo, la induccion de los genes
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regulados por CorE estaria siendo inhibida por, @su actividad dependera del estado
redox del cobre en la célula (Fig. 4.58).

En un analisis global del proteoma de diversos rosgaos (Andreiniet al.,
2008) se determind que la mayoria de proteinasdagjds en transporte y homeostasis
de cobre unen Cuy que aquellas proteinas capaces de urfif mbién uniran Cly
en un estado de oxidacién-reduccién fluctuante.riRodcurrir que CorE una €U
activandose, y Cuinactivandose; o que la unién de “wonlleve un proceso de
reduccion a Clque produzca la inhibicién de la proteina, fornmmdmplejos de
coordinacién con los mismos o diferentes residu@s.cristalizacion de CorE en
presencia de cobre en sus dos estados de oxidamilbia arrojar luz sobre los residuos
implicados en el reconocimiento de este i6n y lasiltios conformacionales que se
puedan producir en la estructura de la proteina.

5.3.4.4. REGION CRD DE CorE

Como se expuso en la seccion Resultados, CorEnpees@ region rica en
cisteinas en su extremo C-terminal (CRD). En Cadisteinas representan el 3,8%
del total de aminoacidos de la proteina, lo queersupncluso la frecuencia tedrica
esperada. El uso de este aminoacido a lo larga @wdlucién ha sido reducido por
motivos aun no determinados, de manera que lagnetai de cisteinas en los proteomas
actuales es bastante inferior a la esperada (Brpdk®sco, 2002; Miseta y Csutora,
2000). La proporcion esperada de cisteinas en uoteipa, calculada matematicamente
(teniendo en cuenta que hay dos codones de undetéll que codifican para este
aminoacido) va a estar entre el 3,23-3,28% (seg@@redcias en el %GC), si bien los
resultados observados varian en funcion de la ajm@tl del grupo taxondmico
estudiado: desde un 0,5% en arqueas al 1,03-1,18%. eoli, P. aeruginosa o
cianobacterias, llegando a un 2,26% en mamiferéseflly Csutora, 2000).

Un analisis de todas las secuencias de genomaplatosny de 3 genomas
incompletos de mixobacterias depositadas en la bdasdatos del NCBI, mediante
BLASTP, permitio identificar 17 factores sigma g@tECF que compartian una region
con CorE dentro del dominio CRD, englobando 5 deblaisteinas. La representacion
grafica de este alineamiento multiple en forma déMHLogo de la Fig. 5.2 muestra
que 4 de esas 5 cisteinas estan absolutamenteaes entre estos ECFs. Por tanto,
esta region debe tener un papel muy importante paoer sido mantenida en estos
microorganismos, que incluyen 9 ECFs pertenecieatasProteobacterias (2 en
Roseovarius sp. TM1035, 3 erRoseovarius sp. 217, 1 emMesorhizobium sp. BNC1, 1
en Phenylobacterium zucineum HLK1, 1 en Roseobacter litoralis Och 149, y 1 en
Rhodopseudomonas palustris TIE-1) 5 adé-Proteobacterias (2 edyxococcus xanthus
DK 1622, 1 erSorangium cellulosum 'So ce 56', 1 eftigmatella aurantiaca DW4/3-1
y 1 enAnaeromyxobacter sp. Fw109-5), uno a la clase Acidobacteriflobacterium
capsulatum ATCC 51196), otro a Verrucomicrobia&/efrucomicrobium spinosum
DSM 4136) y el ultimo a la clase Optituta@p(tutus terrae PB90-1).

Asimismo, un estudio de las regiones gendmicassties ECFs que comparten

con CorE esta CRD permitio identificar la existende cierta sintenia entre 9 de las 13
especies a las que pertenecen estos factores gtgma.3).
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Figura 5.2. HMM-Logo de la regién CRD en procaritg| alineamiento se realiz6 utilizando
la secuencia de aminoacidos de regiones CRD pediemtes a 17 ECFs canodnicos. El logo fue
generado con WebLogohtfp://weblogo.berkeley.edu/utilizando 16 de estas secuencias
aminoacidicas de diferentes especies dentro deldasso y 3-Proteobacteria, Acidobacteria,
Verrucomicrobiae y Optitutae.

Existe una alta similitud entre la region del geacdonde se encuentra CorE en
M. xanthus y el ECF con CRD eftigmatella aurantiaca. En ambos casos esta presente
una OEP, una MCO y un ECF, muy probablemente ariszho operdon (demostrado en
el caso deM. xanthus). Estos tres genes también mantienen homologia en
Rhodopseudomonas palustris. Por otro lado, 4 cepas presentan estos ECFs ran u
ATPasa también relacionada con la homeostasis delasey que en el caso d&
xanthus esta parcialmente regulada por CorE (flecha violipA). Hay una situacién
particular en la que no se conserva ninguno degyéoses mencionados anteriormente
distintos a ECFs, pero aparecen dos ECFs con CRR erisma region del genoma
separados por tan sélo un g&egeovarius sp. TM1035 yRoseovarius sp. 217).

Mx+(3426) P ATPasa / / P ATPasa OEP MCO gECF
Sa-(8272) <@ - = // ——
Rp+(1094) mmmmmnpmd-p ==

Ac-(1212); Vs-(10715) s §F |

AF-(4099) <= Eeess——)

R1035-(00365;00375); R217-(03265;03275) <= <4ummm =)

Ot-(1731) <mmmmmss P $m

Figura 5.3. Sintenia entre las regiones de gena@masontienen ECFs con CRD. Las flechas
representan genes, y aquellas que muestran el nisino indican que las proteinas que
codifican tienen una alta homologia. Los genesegmaino comparten homologia. Los nimeros
entre paréntesis reflejan la localizacion en elogen de cada factor sigma de tipo ECF. Mx,
Myxococcus xanthus, Sa,Stigmatella aurantiaca; Rp, Rhodopseudomonas palustris TIE-1; AC,
Acidobacterium capsulatum ATCC-51196; Vs,Verrucomicrobium spinosum DSM-4136, AF,
Anaeromyxobacter sp. Fw109-5; R1033R0seovarius sp. TM1035; R217Roseovarius sp 217;
Ot, Opitutus terrae PB90-1. + y — indica que los genes estan codifisaola hebra directa o
reversa, respectivamente. Las barras inclinadaggeptan discontinuidad en el genoma. P-
ATPasa, s-ATPasa; OEP, proteina de eflujo de la membranarext MCO, oxidasa del
cobre;c=“", factor sigma de la ARN polimerasa con un domiito en cisteinas.
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Se conocen proteinas en eucariotas que requiet@e para unirse al ADN,
como ACEl y AMTL, factores de transcripciéon imptioa en el metabolismo del
cobre, con regiones conservadas ricas en cistagwesarias para la union del cobre y
el ADN (Gralla et al., 1991; Thiele, 1988; Zhou y Thiele, 1991). Iguatee en
levaduras, Maclp contiene dos regiones de unidret@les tipicas: CXXC y CXC.
Estos motivos estédn localizados en los dominiosadévacion y union al ADN
respectivamente (Heredghal., 2001; Jungmanat al., 1993). Estas dos secuencias son
idénticas a las que se mantienen conservadas es tod ECFs de procariotas que
presentan ese segmento extra rico en cisteinas§Rg Las secuencias CXXC estan
sobrerrepresentadas en un gran numero de espg@ste efecto es mas pronunciado
entre organismos mas primitivos, con un 21% delltde las cisteinas de arqueas
formando parte de estos motivos (Miseta y Csuf@a0).

Las secuencias CXXC y CXC en la region CRD de CseEencuentran
absolutamente conservadas en 16 ECFs de bactedas) de estos casos, ademas, hay
cierta sintenia (Fig. 5.2 y 5.3). Aunque esta regpuede parecer en principio un
segmento extra que podria no afectar la estrudeida proteina al ser eliminada (Fig.
5.4), el efecto de delecionar la region CRD de CssHa ausencia de transcripcion en
los genes regulados por esta proteina (Fig. 4.8268). Los resultados obtenidos
mediante el analisis de cepas portadoras de CarHigersas mutaciones puntuales han
demostrado que la sustitucidon de una sola cisiaileale abolir casi por completo la
expresion decuoB, lo que demuestra la importancia de esta regida phcorrecto
funcionamiento de este ECF.

CorE MIDMNOGAGAESDGVVRPLIADVIZELVENHREFLEFLERREVGSRAVAEDTLODAFVEGH
FpoE —--MSEQLTDOVLVERYOEGDQKAFNLLVVEYOHFVAS LVERYVESGDVPDYVELAFIEAY
HE- Fro. oo TR oLnioor o oF 0 FraErEt o,
CorE GHAETLREDESLTANFYSVLENAVIDHYRRRGTTERALASLASELEEG—————————- Ha
FpoE  RALDSFRGDEAFYTULYRIAVNTAKNY LVAOGRRPPISDVDATEAENFESGGALEET SN

HEHE A B - Hel : R H HA

CorE PEAELAQAVCQCVGRLAGTLEPETAEALFRVEVEGVSVPAFALEAGTITSNNALVE LHEAE,
RpoE ENLMLSEELEQIVFRTIESLPEDLEMAITLREELDGLSYEEILAATHD CPWGTVESREIFERAR

o R OE Hes H 1 Frotow Hs A s e L EEE

CorE  EALFKOLEVYCGTCASHGCLDCTCATUGAEFFAGGE G3AK
FpoE EATDMEVQPIIEH-—————————————m—mm—mmmmmmm
o) - ow

Figura 5.4. Alineamiento entre las secuencias @adede dos factores sigma de la ARN
polimerasa de tipo ECF. La region encuadrada presamel extremo C-terminal corresponde
con el dominio CRD de CorE.

La asociacion de estos ECFs en la misma regidbngdebma con genes
relacionados con la homeostasis de metales paatliear que estos factores sigma
también van a estar implicados en la regulaciomdtales de manera similar a CorE.
En el caso de uno de los ECFshMexanthus que comparte esa region CRD con CorE,
cuyo mutante de delecion y fusion transcripciongrdn construidos (MXAN_5263;
Fig. 4.20 y 4.20") no se ha observado sintenigamipoco induccion en respuesta a
cobre. Este ECF parece estar formando operon cgeneMXAN_5264, que conserva
el dominio designado con el PFAM01545, lo que fizssu producto génico como una
proteina integral de membrana que confiere resistenmetales divalentes. El analisis
de este ECF, asi como de los genes que puedaregtdando, permitira ampliar el
conocimiento de la respuesta a metale§lexanthus.
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CorE no es necesario para responder frente a esitssado por ¥, (Fig.
4.40B), y por tanto debe sentir el cobre directamamediante la formacion de
complejos de coordinacién, o indirectamente (gemkge algun cambio
conformacional en la proteina inducido por la pnesede cobre). En cualquier caso,
los residuos presentes en la region CRD pareceméss adecuados para detectar la
presencia de un incremento en los niveles de dobeeelulares. Hay casos en que los
factores antisigma que regulan ECFs poseen cisteuma son reducidas en respuesta a
estrés oxidativo. Esta reaccion genera formacioentEces disulfuro entre los radicales
—SH, que provoca un cambio de conformacion libevagldECF asociado, como en el
caso de algunos antisigmas (Nakuetsdl., 2007; Zdanowskét al., 2006). Ademas, en
el caso de&s coelicolor se ha demostrado que el motivo ZAS (HXXXCXXC) prase
en RsrA esta implicado, junto a otra cisteina agex@n la proteina, en la coordinacién
de un atomo de Zn que va a intervenir en la ddiacde ese estrés oxidativo
participando en una reaccion de oxidacion, cuyal fas la formacion de un enlace
disulfuro entre dos cisteinas (una del dominio ZA@&ra que no forma parte de é€l) y la
pérdida del &tomo coordinado (Pagedl., 2001; Zdanowskét al., 2006).

Las mutaciones puntuales llevadas a cabo en idnr€RD de CorE mostraron
gue en todos los casos existia cierta alteracida eapacidad de iniciar la transcripcion
por este ECF. Solo en dos casos no se perdio lacidag de sensibilizacion/
desensibilizacion de CorE cuando se comparo laesi@nr de actividafl-galactosidasa
en cepas portadoras de la fusicuwoB-lacZ y proteinas mutantes o WT de CorE.
Cuando las cisteinas en posiciones 181 y 206 fusustituidas individualmente por
alaninas, el perfil de expresién se mantuvo (auraquevariaciones en los niveles de
actividad alcanzados), alcanzando un pico al peropo de contacto con el metal. En
ambos casos este maximo se desplaz6 de las 2&Hhay los niveles de actividad
fueron reducidos en un 50% en el caso de la mut&@i@1A (Fig. 4.66).

Cuando se determiné esta actividad en los mut&162A y C194A se observo

una absoluta pérdida de la rapida sensibilizaciorpresencia de cobre (Fig. 4.67),
indicando que estas cisteinas podrian estar gemtidd en el reconocimiento de?Cu
Ademas, los ultimos analisis de la expresiérudiB-lacZ en estos mutantes cuando las
células son cultivadas en presencia d€ Aglican que han perdido capacidad de
inhibicion por CU (datos no mostrados). Es decir, han perdido leagidad de
sensibilizacion/ desensibilizacion. Ademas, seibtowque el efecto de una sustitucion
doble C192A-C194A es muy similar (datos no mostsadtd que hace pensar que
estardn actuando conjuntamente.

En el caso de la sustitucion C184A, aunque incnétndéa expresion basal
también mantuvo una alta capacidad de inducciopresencia de 0,3 mM de Cu$O
(Fig. 4.68). Esta sustitucion permitié alcanzar tbaximos niveles de actividaigh
galactosidasa sin que tuviese lugar un descensdaago del tiempo, apuntando en la
direccibn de que va a desempefiar un importante | pape el proceso de
desensibilizacion de CorE.

Por dltimo, la mutacion C189A redujo en mas déd8 actividad con respecto
a la cepa silvestre (Fig. 4.69). Aunque no se peptir completo la capacidad de
induccién, se redujo en gran medida. Esta cisteraser primordial en la deteccion de
cobre.
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La formacion de complejos de coordinacion entre enasos residuos puede dar
lugar a la sustitucion de un residuo reactivo pgor ouando alguno es reemplazado por
alanina. En el caso de CmtRA.(tuberculosis) hay dos cisteinas principalmente
implicadas en el proceso de unién de Cd(Il)/PbWiha tercera cisteina aumenta la
estabilidad de este complejo, pero no es impredtengara la formacion del mismo en
este regulador transcripcional de tipo ArsR/Smti. &nbargo esta tercera cisteina es
absolutamente necesaria en el proceso de unionérdas a la region promotora
reconocida por CmtR (Wareg al., 2005).

Muchas son las dudas acerca de cuales son losnitedetes que hacen que un
metal reconozca, o0 sea reconocido por la secuéecima proteina especificamente, y
se forme un complejo de coordinacion (Kozige#l, 2008; Sigel y McCormick, 1970).
Generalmente las cisteinas funcionan como parejagos para unir metales, en
complejos de coordinacion (Sevier y Kaiser, 2003k cisteinas en posiciones 181, 184
y 189 podrian estar formando un grupo que funcemmguntamente, y las situadas en
posiciones 192 y 194 una pareja. El que no se ipod completo la capacidad de
respuesta al cobre en ninguno de los casos puedelsido a que se establezcan otros

enlaces alternativos entre los residuos que hay @ominio CRD.

La funcion de estos motivos CXXC o CXC en CorE f@dno ser la
coordinaciéon de cobre directamente, sino la oxatade sus radicales -SH y formacion
de puentes disulfuro en presencia de una mayorotmacion de metal oxidado, como
se ha comentado con anterioridad que ocurre ers ghateinas. Podria darse esta
situacion tras incrementar bruscamente los nivdesobre, momento en el que el
estado redox del citoplasma sufriria variaciones permitieran estos cambios en la
proteina, detectando el estimulo y dando lugar &rdascripcién de los genes en
respuesta al este estrés. Este tipo de estrés paedemulado mediante la adicién de
diamida, que origina una situacion en la que seréme la formacion de puentes
disulfuro. Asi se podria descartar uno de los desamismos de accion para CorE.

En condiciones de crecimiento normales se requieretalochaperonas para
pasar metales a las proteinas que lo necesitegqugano van a estar libres, siendo
necesaria una interaccion directa proteina-praté@iHalloran y Culotta, 2000). La
metalochaperona CCS encargada de pasar atomosbde @winc a la superoxido
dismutasa SOD1 en humanos, sufre un cambio conéoome inducido por la union
del cobre en la regién C-terminal MXCXXC, que lenfiere la capacidad de liberar el
cobre en contacto con la SOD1, transfiriéndosele@ al., 2001). Algunos autores
han publicado que en el citoplasma de bacteriam@egativas no se han identificado
chaperonas especificas del cobre, incluydadmli. (Zhang y Rainey, 2008), aunque si
que se han identificado en bacterias Gram positfgammo CopZ deE. hirae). La
presencia de una proteina de este tipo en la CRA ganthus, justo a continuacion del
gencorE aunque en sentido inverso (Fig. 4.6), puede haeesar que en caso de que
CorE una cobre mediante el dominio CRD, podrianesesaria la actuacion de esta
metalochaperona. Podria ocurrir que en CorE temggr lla inactivacion por reduccion
del C#* a Cu en la propia proteina CorE, o que esta metalochapepasara Cla
CorE cuando se ha normalizado la situacién entefiar celular, desplazando el €u
unido. Aunque también podria ser necesaria pauaitsn de C@" ante un choque por
cobre. La construccion de un mutante de deleciofass para este gen determinara si
esta desempefiando algun papel en la respuestalde Co
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Las metalochaperonas SCO1 y SCO2 de humanos puadette modo estable
Cu' o CU*, estando implicados residuos de cisteinas en swdicaciéon. Se ha
demostrado que un residuo de Asp muy conservagoateinas Sco de eucariotas es
imprescindible para su correcto funcionamiento. frasencia de este residuo es
fundamental para la coordinacién de*Cpero no de Cu(Hornget al., 2005). Estos
autores proponen que estas proteinas van a funciom® donadores de 8Gu*,

Para la union estable de s un requisito imprescindible la presencia de més
de dos ligandos (Andreimt al., 2008), lo que ocurre en la region CRD. EI @ mas
flexible y prefiere formar complejos de coordinac@bn atomos de azufre (Met y Cys),
mientras que el CGii lo hace preferentemente con nitrégeno (His) (VilBernandez,
2001) En la region CRD no hay ninguna His conseav@linque CorE presenta una
entre las cisteinas 184 y 189), pero existe unrmgp conservado que podria formar
complejos de coordinacion a través de un atomoxdgeno (Giedroc y Arunkumar,
2007; Penella y Giedroc, 2005). La mutacion desestsiduos de aspartico e histidina
podrian indicar si estan ejerciendo algun efectdaenoordinacion del cobre en la
proteina WT, o mimetizando el papel de algun resglulos mutantes de sustitucion.

Algunos factores antisigma pertenecientes a lalf@nZiAS son solubles y
presentan un mecanismo de accion inusual entestel de factores antisigmas descritos
(Gruber y Gross, 2003), detectando el estimulo ameila formacion de puentes
disulfuro en residuos de cisteinas presentes emdi@cula (Nakuns&t al., 2007;
Zdanowskiet al., 2006). Por ejemplo, ChrR dRhodobacter sphaeroides actia de este
modo con el ECR™ detectando la presencia de oxigeno singlete (Celingbal.,
2007). Si la region CRD de CorE funcionara comoibigor (es decir, como los
antisigma descritos hasta la fecha), la pérdidagsses cisteinas deberia generar una
transcripcion continuada. Pero como se ha mostesdtos experimentos llevados a
cabo mediante mutagénesis dirigida, en todos lesscee necesita cobre para aumentar
la expresion de los genes regulados por CorE, &uagreces las mutaciones originen
un incremento en los niveles basales de expresion.

El dominio CRD podria tener un papel similar all@eegion 1.1 presente solo
en el grupo | de factores sigma de la familia sigitdagGruber y Gross, 2003), y cuya
autoinhibicion enmascara los determinantes de uaiG"DN en moléculas libres. La
region 1 de los factores sigma primarios no se@mtca en ECFs, lo que permitiria que
pudiesen unirse al ADN en ausencia de polimeraspugde que por ello hayan
evolucionado los sistemas sigma-antisigma de mas@rpnta. Sin embargo, aunque
CorE no funciona con un antisigma, no es capaziteaual ADN sin que haya €uen
el medio. O bien el dominio CRD podria tener ungbagimilar al de los factores tipo
MerR si estuviese implicado en la interaccion a®RN polimerasa para permitir la
transcripcion de los genes que regula (Hobman,)2007

El estudio de otro elemento CXC entre los domisigsa-70 de CorE 2.4y 4.2

(Fig. 5.5), absolutamente conservado en las piadede tipo procariota que conservan
la secuencia CRD, arrojara luz a la funcién de CorE
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Foseouzrus_so. 247 FOEELDEA I ENELYKLL _EQMEL - TEFYHGFLDEDED AAEKARARFOAL KDDAG
Fhenyohgctedun_zucireers_HLH 1 POVEVDTAVEFELYRLL -EEIEL - TEFQHGFLDEOQEEEGEHI RQIRARRTAAG -
e sorhizobium_go._ BT FOAELDAAITENELYRLL -EEMER - TEF IHGFLDEHEEKAEKF RYEHAAVAGRAK
Vemuoomiembius_soirosun_DO5W 158 FNLDEERWTEQOCMIALL _ELEEQ - sCATHGELDOTEDAFPAQNQDMRMNMLNGRHN - -
Acidobacterdun_capswlatum_ATCC 51196 “WPELQEQSEME I ADLY S ITLWVEG - VIEAQHKEVDETEHWT KL - - - - - - - - - - - - -
Argemnmmobacter_sp_ Fwi0a s LOVELEDA | [EACVGELY SWREEG - ARAEHGELDOGEHG ARPRVALAFPRA- - - - -
Shgwatellz_zswantiaea_ DWW LAQPALKPFSFERELHRDL: _EKTEG - ABAAGGELDEDEARFAAALYYERREGP - - -
IMyeonomees_xanthus_ 081622 DAAELERTWEACVSTLT _EQABGTT FKGEVDEPEEEAGGL - - - - - - - - - - - -
Ideocooous_xamthus_ 081622 PEAELARAVEQEVGRL A _EVWSEG - TEASHGELDET ATQGAEKKAGG.GSAKA-
Sonogius cellwlosum 5o PEVE - HRAVIEQEWVRWL A SWASESG - SEAEHGEL DET APVPPPQAKGEPEPKRG.

Figura 5.5. Alineamiento de ECFs con region CRDnBestran dos regiones del alineamiento
cuyas posiciones aminoacidicas se indican en k& gaperior de la figura. A la derecha se
indica la especie a la que pertenece cada proteasdineas oblicuas indican discontinuidad en
el alineamiento. Sobre fondo verde se represeataresiduos de cisteina.

Todos estos resultados demuestran que CorE va raopep una respuesta
especifica frente al cobre, sensibilizandose yristsizandose rapidamente de acuerdo
con el estado redox del cobre en el citoplasmaadecélulas. La presencia de*Cu
parece ser el desencadenante para la respuestsied&@F, probablemente siendo
reconocida a través del dominio CRD, promovienddrdascripcion de genes cuyos
productos permitiran la destoxificacion de esteamd®ara su funcionamiento no es
necesaria la presencia de un factor antisigma, psisproteina va a ser incapaz de
unirse al ADN en ausencia del estimulo adecuado.

A pesar de que el cobre ha tenido un papel muyitapte en la sociedad
durante milenios, con un papel critico en numerasdermedades, los mecanismos
implicados en el metabolismo, adquisicion y distcidbn de este metal han sido
identificados en un periodo relativamente recidifien et al., 2008). Aun queda un
gran abanico de preguntas relacionadas con la Istast® del cobre que deben
encontrar respuesta, muchas de las cuales condibai mejorar el tratamiento o la
prevencion de enfermedades neurodegenerativas eloicheimer y el Parkinson.

181












6. CONCLUSIONES

6. CONCLUSIONES/CONCLUSIONS

1- Latolerancia al cobre é¥l. xanthus es 17 veces menor durante el desarrollo que
durante el crecimiento vegetativo. Sin embargo,nhl@eganismos implicados en
esta respuesta son inducibles, y su activacionipergualar la resistencia de la
bacteria a lo largo del ciclo de vida.

1- Copper tolerance in M. xanthusis 17 times lower during development than
during vetative growth. However, mechanisms involved in this response are
inducible and their activation in this bacterium allows reaching same copper
resistance rates along the life cycle.

2- El genoma déVl. xanthus posee una gran cantidad de genes relacionadda con
homeostasis del cobre, entre los que se encueaduaailos que codifican para
las oxidasas multicobre CuoB y CuoC.

2- M. xanthus genome harbours a plethora of genes related with copper
homeostasis, two of them which code for two multicopper oxidases (CuoB and
CuoC).

3- CuoC se expresa de manera constitutiva y se ingocecobre durante el
crecimiento vegetativo y por el agotamiento de ientes en el ciclo de
desarrollo, por lo que proporciona una protecci@mn@anente que confiere
resistencia a este metal a lo largo de todo ebald vida, y especialmente
durante el proceso de esporulacion.

3- CuoC has basal expression and it is induced by copper during growth and by
starvation in development, thus it plays an important role conferring permanent
protection against copper along the life cycle and especially in the sporulation
process.

4- CuoB es sumamente importante en la homeostasisoieé deM. xanthus,
siendo necesaria para hacer frente a un excessielmetal al estar implicada en
la respuesta primaria desencadenada por este metal.

4- CuoB is very important in M. xanthuscopper homeostasis, and it is essential to
cope with toxic concentrations of copper ions, being involved in the primary
adaptive response to this metal.

5- CuoB es una metalooxidasa que va a proteger gllaema deM. xanthus ante
un estrés por cobretravés de su actividad cuproso oxidasa.

5- CuoB is a metallo-oxidase, and it is is involved in periplasm detoxification
through cuprous oxidase activity.

6- CorE es un factor sigma de tipo ECF que regula Xpresion de genes
involucrados en la respuesta primaria al cobre cdemoxidasa multicobre
CuoB, y regula parcialmente su propia expresion.

6- CorE is an RNA polymerase ECF sigma factor that promotes the transcription
of genes involved in the primary adaptative response to copper like the
multicopper oxidase cuoB,and it partially regulates its own expression.
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7- CorE no funciona con un antisigma que lo inactizé.perfil de los genes
regulados por él, su perfil de expresion y su dgdad en la célula indican que
la proteina oscila entre un estado activo y otagtino.

7- CorE does not have a cognate antisigma factor. The expression profiles
exhibited by CorE regulated genes, its own expression profile and its stability in
vivo point the direction that CorE fluctuates between an active and an inactive
state.

8- El estado activo de CorE tiene lugar en preserei@ul’, y el estado inactivo en
presencia de Cu De hecho, s6lo se une a los promotores que reeoan
presencia de CGii

8- CorE is modulated by the redox state of copper, being active in the presence of
Cu®* and inactive when it detects Cu®. In fact, it needs Cu** to bind DNA
promoter regions.

9- El dominio rico en cisternas presente en CorE ggoresable de la actividad de
esta proteina. Los residuos de cisteina presentesta region estan implicados
en el reconocimiento del metal, siendo dos de elgzrescindibles para la
actividad de CorE dependiente de cobre: C189 paeenocimiento de Ciiy
sensibilizacion, y C184 para el reconocimiento déyCdesensibilizacion.

9- The CorE cysteine rich domain directs the activity of this protein. Cysteine
residues in this region are involved in copper recognition, and two of them are
essential for CorE copper dependent activity. C189 is mandatory to sensitize
COEE, sensing Cu**, and C184 is very important to desensitize CorE, detecting
Cu'.
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APENDICE

APENDICE
A.1.TABLA DE CEPAS UTILIZADAS

Tabla A.1. Cepas dd. xanthus presentes en el desarrollo de esta Tesis Doctoral.

CEPAS DESCRIPCION
JM51AraCIF AaraC Gaf Km®
JM51BIF AcuoB Gaf Km®
JM51CIF AcuoC Gal Km®
JM51DIF AcorSR1 Gaf Km®
JM51E2IF AMXAN_5263 Gal Km®
JM51EAraCIF AcorE-araC Gal Km®
JM51EDIF AcorE-corSR1 Gaf Km®
JM51EE2IF AcorE-MXAN_5263 Galf Km®
JM51EIF AcorE Gal Km®
JM51WIF AcorEcgp Gal Km®
JM51AraCCzZY AaraC cuoC-lacZ Gal Km'
JM51AraCEZY AaraC corE-lacZ Gal Km'
JM51AraCzyY araC-lacz Km'
JM51BZY cuoB-lacZ Km'
JM51CZY cuoC-lacZ Km'
JM51CAlaé copA-lacZ Km'
JM51CBlag copB-lacZ Km'
JM51DBZY AcorSR1 cuoB-lacZ Gal Km'
JM51DCZY AcorSR1 cuoC-lacZ Galf Km'
JM51DEZY AcorSR1 corE-lacZ Galf Km'
JM51EZY corE-lacz Km'
JM51EBZY AcorE cuoB-lacZ Gal Km'
JM51ECZY AcorE cuoC-lacZ Gal Km'
JM51ECAlag AcorE copA-lacZ Gal Km'
JM51ECBIat AcorE copB-lacZ Gal Km'
JM51ECus1zY AcorE cusl-lacZ Gal Km'
JM51ECus2ZY AcorE cus2-lacZ Gal Km'
JM51ECus3z2Y AcorE cus3-lacZ Gal Km'
JM51ECzc1ZY AcorE czcl-lacZ Gaf Km'
JM51ECzc2Z2Y AcorE czc2-lacZ Galf Km'
JM51ECzc3ZY AcorE czc3-lacZ Galf Km'
JM51EDCAlal AcorE-corSR1 copA-lacZ Galf Km'
JM51EDEZY AcorE-corSR1 corE-lacZ Gal Km'
JM51EEZY AcorE corE-lacZ Gal Km'
JM51E27Y MXAN_5263acZ Km'
JM51E2CZY AMXAN_5263 cuoC-lacZ Gal Km'
JM51E2E272Y AMXAN_5263 MXAN_5263-lacZ Gal Km'
JM51E2EZY AMXAN_5263 corE-lacZ Gal Km'
JM51WBZY Acor Ecrp cuoB-lacZ Gal Km'
JM51WCBIlac AcorEcgp copB-lacZ Gal Km'
JM00BZY corE’ cuoB-lacZ Gal Km' Tet
JMO03BZY corE*“RP cuoB-lacZ Gaf Km' Tet
JMO5BZY hcorE’ cuoB-lacZ Gal Km' Tet
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JM06BZY

JMO8BZY

SDM181BZY
SDM184BZY
SDM189BZY
SDM192BZY
SDM194BZY
SDM206BZY

oar-corE’ cuoB-lacZ Gal Km' Tet
oar-hcorE’ cuoB-lacZ Gal Km' Tef
corE“*®* cuoB-lacZ Gaf Km' Tef
corE“*®* cuoB-lacZ Gal Km' Tef
corE**®¥ cuoB-lacZ Gaf Km' Tet
corE**?A cuoB-lacZ Gaf Km' Tet
corE“*®* cuoB-lacZ Gaf Km' Tef
corE“?%* cuoB-lacZ Gaf Km' Tet

4 Gal indica que la cepa es capaz de crecer en presimgalactosa.
® Cepas construidas por otros miembros de nuestooadyio.

A.2.TABLA DE PLASMIDOS UTILIZADOS

Tabla A.2. Plasmidostilizados en el desarrollo de esta Tesis Doctoral.

PLASMIDOS DESCRIPCION
pBJ11ldaraC AaraC Km'
pBJ11AcorE AcOrE Km'
pBJ11AcorEcrp AcOrEcrp Km'
pBJ11AcorSRT AcorSR1 Km'
pBJ112acuoB AcuoB Km'
pBJ112cuoC AcuoC Km'
PBJ11AMXAN 5263 AMXAN_5263 Kni
pALECBIac copB-lacZ Km'
pALECusllac cusldacZ Km'
pALECus2lac cus2-dacZ Km'
pALECus3lac cus3-lacZ Km'
pALECzcllac czcldacZ Km'
pALECzc2lac czc2-1acZ Km'
pALECzc3lac czc34acZ Km'

pKY481-AraC
pKY481-CorE
pKY481-CuoB
pKY481-CuoCDW
pKY481-MXAN_5263
pNGO0O0

pNGO03

pNGO05

pNGO06

pNGO08

pNG181

pNG184

pNG189

pNG192

pNG194

pNG206
pPNGCuoB24a
PETTOPOCorE

araC-lacZ Km'
corE-lacz Km'
cuoB-lacZ Km'
cuoCDW-lacZ Km'
MXAN_5263acZ Km'
corE"" Tef
corE*°RP Tef
hcorE Tet
oar-corE Tet
oar-hcorE Tet
corEC® A Tef
corE“*8*A Tef
CorEC*®A Tef
CorEC™¥A Tef
corE“* A Tef
CorEC®®ATef
pET24a canoB Km'
PET200/D-TOPO coorE Km'

®Plasmidos construidos por otros miembros de nuéstaratorio
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