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Abreviaturas

Aa. Aminoacidos.

Ade’". Carente de adenina.

ADN. Acido desoxirribonucleico.

ADNe. Acido desoxirribonucleico complementario.
AEE. Actividad enzimatica especifica.

AMPc. Adenosina monofosfato ciclico.

ARN. Acido ribonucleico.

ARNm. Acido ribonucleico mensajero.

ARNTr. Acido ribonucleico ribosémico.

ARNt. Acido ribonucleico de transferencia.

ATP. Adenosina trifosfato.

BCIP. Sal 4-toluidina de 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato.
BSA. Seroalbumina bovina.

CCCP. Carbonil cianida 3-cloro-fenil-hidrazona.
CPTP. Proteina tirosina fosfatasa convencional.
dATP. Desoxiadenosina trifosfato.

dCTP. Desoxicitidina trifosfato.

DAPI. 4°, 6-diamidina-2-fenilindol dihidrocloro
DEPC. Dietilpirocarbonato.

dGTP. Desoxiguanosina trifosfato.

DIG_dUTP. Desoxiuridina trifosfato unida a digoxigenina.
DNAsa. Desoxirribonucleasa.

DMSO. Dimetil sulfoxido.

dNTP. Desoxinucleotidos 5'-trifosfato.

DOgp9. Densidad optica medida a 600 nm.

DTT. Ditiotreitol.

dTTP. Desoxitimidina trifosfato.

EDTA. Acido etilén diamino tetraacético.

ePKs. Proteinas quinasas de tipo eucariota.

GDP. Guanosina difosfato.

GTP. Guanosina trifosfato.

h. Horas.

His". Carente de histidina.

IPTG. Isopropil-B-D-tiogalactopirandsido.

kb. Kilobase.

kDa. Kilodalton.

Leu". Carente de leucina.

LiAc. Acetato de litio.

LMMPTP. Proteina tirosina fosfatasa de bajo peso molecular.
Mb. Megabase.

min. Minutos.

ms. Milisegundos.

MOPS. Acido 3-[N-morfolino]-propano sulfénico.
NBT. Cloruro de nitroazul tetrazolium.

nm. Nanometros.

ONP. o-nitrofenol.

ONPG. o-nitrofenil-p-D-galactosido.

ORF. Pauta abierta de lectura.

pb. Pares de bases.

PBS. Tampon fosfato salino.






Abreviaturas

PCR. Reaccion en cadena de la DNA polimerasa.

PEG. Polietilenglicol.

PFK. Fosfofructoquinasa.

Pkn. Proteina quinasa.

PMSF. Fenil metil sulfonil fluoruro.

PNPP. p-nitrofenil fosfato.

PPM. Proteina fosfatasa dependiente de Mn®" o Mn®".
PPP. Fosfoproteina fosfatasa.

(p)ppGpp. Guanosina (tetra) penta fosfato.

PTP. Proteina tirosina fosfatasa.

PVDF. Fluoruro de polivinilideno.

RNAsa. Ribonucleasa.

RT-PCR. Reverso transcriptasa PCR.

SDS. Dodecil sulfato sodico.

SDS-PAGE. Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida.
seg. Segundos.

TEM. Microscopia electronica de transmision.
TEMED. N,N,N’,N’-Tetrametil-etilenodiamino.

Tm. Temperatura de fusion de oligonucledtidos.

Trp'. Carente de triptofano.

X-a-gal. 5-bromo-4-cloro-3-indolil-a-D-galactopiranosido.
X-gal. 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido.
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Introduccion

AL CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS
MIXOBACTERIAS

Las mixobacterias son bacterias Gram negativas, en su mayoria aerobias,
moviles por deslizamiento, con forma de bacilo largo y delgado de dimensiones
considerables (0.7-1.2 pm de ancho por 3-12 um de largo). Estos microorganismos
forman agregados multicelulares macroscopicos de colores brillantes, conocidos como
cuerpos fructificantes, en respuesta al agotamiento de nutrientes. En el interior de los
cuerpos fructificantes, las células se diferencian en estructuras de resistencia,
denominadas mixdsporas, que sobreviven en el medio hasta germinar una vez que las
condiciones nutricionales son favorables para la bacteria de nuevo. Este complejo ciclo

de vida desarrollado por las mixobacterias es Uinico entre los procariotas (Reichenbach,
2005).

Las mixobacterias presentan una pared celular de tipo Gram negativo y, a
diferencia de otras bacterias, el peptidoglucano esta constituido por parches conectados
por material sensible a la tripsina y al SDS. Esta estructura parcheada podria facilitar el
cambio de forma que experimenta la bacteria durante la conversion de células
vegetativas bacilares en mixosporas esféricas o bien puede representar una caracteristica
comun de las bacterias deslizantes (Dworkin, 1993).

El material genético se encuentra organizado en un nucleoide, mientras que en
el citoplasma suelen aparecer cuerpos de inclusion de polifosfato o polisacaridos de
reserva. Entre los apéndices extracelulares de estos microorganismos se diferencian pili
de tipo IV polares y fibrillas peritricas, de naturaleza polisacaridica, en contacto con la
matriz extracelular. Ambas estructuras son necesarias para la movilidad por
deslizamiento y para la interaccion célula-célula (Wu y Kaiser, 1995; Shimkets y
Dworkin, 1997; Pelling et al., 2005).

Las mixobacterias se alimentan cooperativamente de otros microorganismos
mediante bacteriolisis por accion de un conjunto de exoenzimas secretadas por las
células individuales para la destruccion de células vivas intactas y para la hidrolisis de
almidon, xilano y quitina. El lisado originado representa la base nutricional de las
mixobacterias, por lo que son conocidas como microdepredadores (Reichenbach y
Dworkin, 1991; Reichenbach, 1993).

La mayoria de las mixobacterias presentan metabolismo aerobio
quimiorganotrofo, empleando principalmente aminoacidos como fuente de energia y
carbono (Bretscher y Kaiser, 1978). Estas bacterias obtienen los aminoacidos a partir
de oligopéptidos liberados durante la hidrolisis de proteinas mediante proteasas
secretadas por la propia bacteria. No suelen utilizar hidratos de carbono como fuente de
energia (Watson y Dworkin, 1968), aunque estos azlicares estimulan el crecimiento al
ser empleados como fuente de carbono (Reichenbach, 2005). Un grupo minoritario de
especies pertenecientes al género Sorangium metabolizan azucares a partir de la
degradacion de celulosa.

Las mixobacterias producen un gran numero de moléculas con actividades
antifungicas, antibidticas y antitumorales procedentes del metabolismo secundario,
generando compuestos de enorme relevancia para su aplicacion en la industria
farmacéutica y agroquimica (Reichenbach y Hofle, 1993). Generan el 5% de los
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compuestos conocidos con actividad bioldgica de procedencia microbiana, en la
mayoria de los casos, a partir de especies pertenecientes a los géneros Sorangium,
Myxococcus y Chondromyces (Gerth et al., 2003). Entre las sustancias producidas por
las mixobacterias se encuentran sorafenos, mixovirescina y epotilonas (Gerth et al.,
1982; Gerth et al., 1994; Gerth et al., 1996; Krug et al., 2008). El significado bioldgico
de la sintesis de estos compuestos esta relacionado con la presidon competitiva ejercida
en el habitat natural de las bacterias. Asi, las mixobacterias celuloliticas como
Sorangium suelen generar antifingicos para competir con hongos degradadores de
madera, mientras que las mixobacterias proteoliticas como Myxococcus producen
antibidticos frente a bacterias degradadoras de materia organica (Gerth et al., 2003).

También se ha descrito en mixobacterias la sintesis de carotenoides en respuesta
a la incidencia de luz azul o la presencia de cobre en el entorno (Martinez-Laborda et
al., 1990; Moraleda-Mufoz et al., 2005).

A.II. ECOLOGIA

Las mixobacterias son muy comunes en la naturaleza, dado que su enorme
capacidad para desarrollar respuestas adaptativas frente a diferentes condiciones
ambientales posibilita su crecimiento en una amplia diversidad de nichos ecoldgicos, de
forma que es posible encontrarlas en casi cualquier habitat (Reichenbach y Dworkin,
1992). Aparecen en todas las zonas climaticas, regiones de vegetacion y altitudes, pero
no con la misma frecuencia. La mayor riqueza en numero de especies y densidad de
poblacion se encuentra en zonas situadas entre los trdpicos y las zonas templadas,
mientras que en ambientes frios, como las zonas articas, subarticas o situadas a gran
altitud, la presencia y abundancia de mixobacterias es menor (Dawid, 2000; Shimkets et
al., 2005).

El principal habitat de la mayoria de las especies de mixobacterias es la zona
superficial del suelo, formando parte de la microbiota edafica autdctona (Reichenbach,
1999; Dawid, 2000), pero constituyen menos del 1% de las bacterias presentes en ese
ambiente (Wu et al., 2005). No obstante, el nimero exacto de mixobacterias en un
habitat particular resulta muy dificil de determinar debido a que tienden a adherirse a
las particulas y entre si.

Estos microorganismos se encuentran en muchos tipos de suelos, principalmente
en aquellos que presentan un rango de pH entre 5 y 8, pero también en suelos con pH
extremos (Dawid, 2000). Las mixobacterias parecen preferir suelos ricos en materia
organica y vida microbiana, actuando como colonizadores secundarios. No obstante,
estos microorganismos también se encuentran presentes sobre arena o superficies
rocosas (Dawid, 2000). En la microbiota del suelo, las mixobacterias actiian como
microdepredadores ejerciendo un papel regulador de las poblaciones microbianas
edaficas mediante la liberacion de enzimas hidroliticas y antibidticos capaces de lisar las
bacterias situadas en su entorno.

Otro nicho ecoldgico habitual para las mixobacterias es el material vegetal en
descomposicidn, en particular madera en estado de putrefaccion, cortezas y liquenes, y
excrementos de animales herbivoros. Estos hdbitats contienen restos de material
vegetal parcialmente degradado sobre los que se establecen de forma predominante
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mixobacterias celuloliticas. Sin embargo, no existe una dependencia total por este
nicho, puesto que estas especies aparecen igualmente en el suelo (Lampky, 1971).

La mayoria de los géneros de mixobacterias no suelen estar presentes en
habitats acuaticos, pero en ocasiones son capaces de crecer en esos ambientes. De esta
forma, las mixobacterias pueden alcanzar las corrientes de agua tras ser lavadas a partir
del suelo, sobreviviendo en este habitat y siendo incluso empleadas como
bioindicadores de contaminacion de rios (Gréaf y Pelka, 1979). Sin embargo, de forma
reciente se han identificado mixobacterias que viven en ambientes marinos,
pertenecientes al género Plesiocystis (lizuka et al., 2003), e incluso se han encontrado
mixobacterias haléfilas moderadas, encuadradas dentro del género Haliangium (lizuka
et al., 1998; Zhang et al., 2005b).

Las mixobacterias son generalmente microorganismos mesofilos, con una
temperatura Optima de crecimiento en torno a 30-34°C. Sin embargo, se han aislado
cepas psicrofilas en la Antartida que crecen a 4°C, y cepas termoéfilas moderadas a
partir de ambientes semiaridos que lo hacen a 42-44°C (Gerth y Miiller, 2005). Por otro
lado, las mixobacterias se consideran organismos aerobios estrictos, aunque de forma
excepcional se han aislado varias especies pertenecientes al género Anaeromyxobacter
a partir de suelos y sedimentos fluviales sometidos a condiciones anaerobias estrictas
(Sanford et al., 2002).

A.IIl. TAXONOMIA Y FILOGENIA

De acuerdo con los analisis de ARNr 16S, las mixobacterias se encuadran dentro
de las d-proteobacterias, junto con los bdellovibrios, que también son depredadoras y las
bacterias sulfatorreductoras (Shimkets et al., 2005). Las diferencias de secuencia en las
moléculas de ARNr 5S y 16S sugieren que la subdivision 6 de las proteobacterias podria
haberse originado hace 750-1100 millones de afios, mientras que las mixobacterias
aparecieron hace 650-800 millones de afios (Shimkets, 1993).

Las mixobacterias presentan un genoma de tamafio comprendido entre 9.1 y
13.0 Mb (a excepcion de las especies pertenecientes al género Anaeromyxobacter, con
un genoma de en torno a 5 Mb), lo que duplica e incluso triplica al de las bacterias
sulfatorreductoras y bdellovibrios. Sin embargo, la comparacion de los genomas
secuenciados de o-proteobacterias pone de manifiesto que estos microorganismos
comparten varias caracteristicas comunes (Karlin et al., 2006).

Asi, en las d-proteobacterias destaca la presencia de proteinas de sefializacion,
como reguladores dependientes de 6°* y sistemas de dos componentes. Ademas, suelen
presentar numerosas proteinas asociadas a secrecion, asi como multiples proteinas de
tipo chaperona. Igualmente, estos microorganismos producen numerosas lactamasas,
proteinas de biosintesis de diguanilato ciclico y receptores de tipo TonB. Finalmente,
en relacion a la sintesis proteica, en las O-proteobacterias el conjunto de genes
ribosdmicos se sitia en la region ter y, ademas, contienen dos proteinas ribosomicas
gigantes S1 y un complemento especial de ARNt sintetasa especifico de este grupo
(Karlin et al., 2006).
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Desde un punto de vista taxondmico, las mixobacterias se encuadran dentro del
orden Myxococcales, en el que se diferencian 3 subdrdenes y 5 familias, de acuerdo
con la propuesta del NCBI (National Center for Biotechnology Information)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=29), siguiendo la 2*
edicion del Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (Tabla 1). Myxococcus
xanthus, especie de mixobacteria empleada como modelo de este grupo y objeto de
este trabajo de investigacion, pertenece a la familia Myxococcaceae dentro del
suborden Cystobacterineae.

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de las mixobacterias.

ORDEN SUBORDEN FAMILIA GENERO

Mpyxococcus
Anaeromyxobacter
Myxococcaceae
Corallococcus

Pyxicoccus

Cystobacterineae Archangium
Cystobacter
Cystobacteraceae Hyalangium
Melittangium

M l
yxococcales Stigmatella

Byssovorax
. . Chondromyces
Sorangineae Polyangiaceae ;
Polyangium

Sorangium

Nannocystis
) Nannocystaceae ) )
Nannocystineae Plesiocystis

Haliangeaceae Haliangium

A.IV. MOVILIDAD

Las mixobacterias llevan a cabo un complejo ciclo de vida que incluye la
formacion de enjambres, agrupaciones de miles de células que cooperan para nutrirse
durante el crecimiento vegetativo, y de cuerpos fructificantes cuando las condiciones
nutricionales son adversas. Estos comportamientos dependen de la capacidad de
movimiento por deslizamiento sobre superficies solidas, o bien en la interfase aire-
agua, que poseen estas bacterias. El deslizamiento se define como el movimiento de
células no flageladas en la direccion de su eje longitudinal sobre una superficie
(Henrichsen, 1972). En M. xanthus, este movimiento es acompanado por el
encorvamiento de las células (Spormann y Kaiser, 1995) y la secrecion de mucilago, y
se desarrolla a una velocidad variable, oscilando entre 1.5 y 6.0 um/min, aunque
ocasionalmente se han observado velocidades de hasta 20 pm/min (Spormann y Kaiser,
1995). La velocidad de movimiento depende de la distancia entre células, siendo mayor
cuando las células se encuentran en contacto (a una distancia inferior al diametro
celular) que cuando se hallan aisladas (Spormann y Kaiser, 1995).
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Durante el deslizamiento las mixobacterias se desplazan siguiendo un recorrido
lineal. Sin embargo, debido a su elevada flexibilidad, a medida que se desplazan se
produce una curvatura, lo que conduce a la desviacion moderada de la ruta de
desplazamiento que facilita los cambios direccionales. De forma periddica, las células
se detienen momentaneamente y reanudan el movimiento en la misma direccion, o bien
sufren una reversion en el sentido del desplazamiento tras la conversion del extremo
anterior de la célula en el posterior. La reversion celular es esencial para dirigir el
movimiento de M. xanthus. La frecuencia de reversion se regula de forma estricta
mediante sistemas de control quimiotacticos (Segaard-Andersen, 2004).

Durante el desarrollo, en el proceso de agregacion, las mixobacterias se
desplazan por deslizamiento siguiendo movimientos dirigidos en la misma direccion,
para la formacién de cuerpos fructificantes. Durante este movimiento, el sistema
regulador de la reversion suprime los cambios de sentido en el movimiento en
respuesta al intercambio de sefiales que tiene lugar entre las células, manteniendo asi la
misma direccion de deslizamiento de forma prolongada (Jelsbak y Segaard-Andersen,
2002).

M. xanthus presenta dos sistemas de movilidad por deslizamiento que cooperan
entre si: movilidad A o aventurera, y movilidad S o social (Hodgkin y Kaiser, 1979a;
Hodgkin y Kaiser, 1979b). El sistema A es responsable del movimiento de las células
individuales, mientras que el sistema S determina el movimiento de los grupos de
células, por lo que requiere del contacto célula-célula. Estos sistemas de movilidad son
independientes genéticamente, lo que posibilita la obtencion de mutantes para cada
tipo. Asi, mientras que los mutantes A"S™ son totalmente inmdviles, en el caso de los
mutantes A'S" o A'S™ las células mantienen la movilidad social o aventurera,
respectivamente.

A.IV.1. Movilidad social

La movilidad social permite el movimiento de grupos de células asociadas entre
si en estrecho contacto e implica a mas de 80 genes. Este sistema de movilidad depende
de tres grupos principales de genes: pil, tgl y eps-eas. Ademas, la movilidad social
requiere la presencia de tres componentes celulares: pili de tipo IV, fibrillas de la
matriz extracelular y lipopolisacarido o antigeno O (Youderian y Hartzell, 2006).

Los genes pil estan organizados en un grupo constituido por 17 genes
implicados en la sintesis, procesamiento, transporte y ensamblaje de los constituyentes
de los pili de tipo IV de M. xanthus, asi como en la funcidn de estos orgénulos celulares
(Wu y Kaiser, 1995; Wu et al., 1997; Wu et al., 1998; Wall et al., 1999). Los pili de
tipo IV son apéndices extracelulares polares formados por subunidades de pilina PilA,
sometidos a ciclos de extension y retraccion. PilA es una proteina soluble que se
localiza en el polo delantero de la célula atravesando la membrana externa a través de
un canal formado por la proteina PilQ (Wall et al., 1999). PilQ forma parte de un
complejo proteico que incluye al transportador PilC y a las ATPasas PilB y PilT
implicadas en el ensamblaje y retraccion de los pili, respectivamente (Jakovljevic et al.,
2008).
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El gen tg/ genera una lipoproteina constituida por unidades repetidas de
tetratricopéptidos (Rodriguez-Soto y Kaiser, 1997). Esta proteina se localiza en un
polo, probablemente, porque es esencial para el ensamblaje de PilQ en la membrana
externa durante la formacion de los pili (Nudleman ef al., 2005).

Las mutaciones para cualquiera de estos genes pil o tg/ originan ausencia de pili
de tipo IV y, por tanto, pérdida de la movilidad social.

Por su parte, los genes eps-eas generan proteinas de biosintesis y transporte del
exopolisacarido de las fibrillas, junto con proteinas reguladoras (Lu et al., 2005). Las
fibrillas de M. xanthus son filamentos peritricos compuestos por proteinas y
polisacaridos que recubren la superficie celular, generando una matriz extracelular que
interconecta las células (Behmlander y Dworkin, 1994). Estas fibrillas estan implicadas
en procesos de interaccion y cohesion célula-célula, promoviendo el comportamiento
social de M. xanthus durante la movilidad y el desarrollo. También se ha detectado una
metaloproteasa, denominada FibA, asociada a la matriz extracelular, importante para la
respuesta quimiotactica durante el desarrollo (Kearns et al., 2002). Las mutaciones que
afectan a estos genes generan ausencia de fibrillas y las células que las presentan
pierden su capacidad de cohesién, no muestran comportamiento social y no forman
cuerpos fructificantes.

La movilidad social se produce mediante la extension y retraccion de los pili
por accidon de PilT. Para ello, en primer lugar, la célula extiende los pili del polo
delantero y los ancla sobre las fibrillas de la matriz extracelular de una bacteria
proxima. A continuacion, se produce la retraccion de los apéndices, inducida por los
polisacaridos de la matriz extracelular (Li ef al., 2003), propulsando el movimiento
celular al impulsar la progresion de la bacteria hacia delante. La dependencia del
contacto celular durante la movilidad social se debe a la interaccion que se establece
entre los pili y las fibrillas durante el movimiento (Segaard-Andersen, 2004), de tal
manera que los pili no solo sirven para tirar de la célula hacia delante, sino también
para detectar células vecinas y producir mayor nimero de fibrillas (Mauriello y
Zusman, 2007).

La reversion periodica en el sentido del movimiento determina la
desorganizacion de los pili de tipo IV en un polo y su reensamblaje en el polo opuesto.
Durante este cambio, la proteina FrzS se localiza sobre el polo portador de los pili y se
mueve siguiendo un patrén oscilante entre ambos polos, migrando a lo largo de un
filamento que recorre toda la célula. Por tanto, parece que la dinamica de esta proteina
regula la polaridad del movimiento durante el deslizamiento (Mignot et al., 2005;
Huitema y Viollier, 2006). A su vez, la frecuencia de oscilacion de FrzS est4 controlada
por el sistema quimiosensor Frz (Mignot et al., 2007).

A.IV.2. Movilidad aventurera

La movilidad aventurera es la responsable del movimiento de las células
individuales. Este sistema depende de mas de 30 genes, entre los que destacan los
grupos de genes cg/, agl y agm (Hartzell et al., 2008).
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El gen cglB codifica una lipoproteina rica en cisteina que se localiza en la
membrana externa. Su abundancia en dicha membrana sugiere que puede desempefiar
un papel mecanico en la movilidad de las mixobacterias (Rodriguez y Spormann, 1999).

En M. xanthus existen complejos porosos concentrados en los extremos
celulares que parecen secretar mucilago para propulsar a la bacteria durante la
movilidad aventurera, tal como ocurre en cianobacterias (Hoiczyk y Baumeister, 1998;
Wolgemuth ef al., 2002). Estos complejos constan de varias proteinas de transporte de
biopolimeros de tipo Tol codificadas por genes ag/ (Youderian et al., 2003), que en
otras bacterias Gram negativas forman parte de complejos de transporte a través de las
membranas interna y externa (Llamas et al., 2003). La sintesis de mucilago depende de
varias enzimas biosintéticas de tipo glicosiltransferasa codificadas por genes ag/ y pgl/
(Yu y Kaiser, 2007).

La movilidad aventurera tiene lugar mediante extrusion de mucilago a partir de
los complejos secretores situados en el polo posterior celular, generando un rastro
durante el deslizamiento formado por varias lineas mucilaginosas paralelas
(Wolgemuth et al., 2002). Para ello, el mucilago es incorporado dentro de los
inyectores y aqui es donde se produce la dilatacion por hidratacion del mucilago
polielectrolitico necesaria para la secrecion orientada del mismo. La adherencia de este
mucilago sobre el sustrato proporciona el soporte que permite el empuje de la célula
hacia delante, una vez que continua la liberacion del mucilago, generando la fuerza
necesaria para el movimiento celular (Segaard-Andersen, 2004).

En la movilidad aventurera de las células de M. xanthus también es esencial la
proteina AglZ que forma complejos de adhesion focal anclados al sustrato de forma
transitoria a partir de la superficie de la bacteria. Estos complejos se ensamblan en el
polo delantero, desde donde mantiene una posicion fija respecto al sustrato a medida
que la célula se desplaza hacia delante, por lo que progresivamente se desplazan a lo
largo de toda la célula, colaborando para generar la fuerza necesaria para propulsar el
deslizamiento de la misma. Finalmente, cuando se revierte el sentido de movimiento,
estos complejos se relocalizan con rapidez en el polo delantero (Mignot et al., 2007,
Sliusarenko et al., 2007).

También se ha descrito un regulador de respuesta esencial para la movilidad
aventurera, denominado RomR. Este regulador se distribuye en los dos polos de forma
asimétrica y se va redistribuyendo durante el movimiento. Su localizacién dindmica es
esencial para la reversion celular, sugiriendo que induce la polarizacion de la
magquinaria implicada en la movilidad aventurera (Leonardy ef al., 2007).

A.IV.3. Regulacion de la movilidad

Se ha identificado un unico /ocus esencial para ambos sistemas de movilidad,
denominado mgl/, cuya mutacioén suprime completamente la capacidad de deslizamiento
de M. xanthus. Ademas, la formacion de cuerpos fructificantes y la esporulacion
también se ven afectadas (Stephens y Kaiser, 1987; Kroos et al., 1988; Stephens et al.,
1989). Los mutantes mg/, en realidad se mueven mediante bruscas sacudidas oscilantes
sin desplazamiento neto, debido a que presentan una elevada tasa de reversion de
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movimiento, superior en mas de diez veces a la de la cepa silvestre (Spormann y
Kaiser, 1999).

Este locus codifica dos proteinas, MglA, una GTPasa de tipo Ras, y MgIB, una
proteina de tipo calmodulina (Hartzell y Kaiser, 1991a; Hartzell y Kaiser, 1991b).
MglA ejerce un papel clave en la regulacion de la movilidad mediante el control de la
reversion en el sentido del movimiento participando en el intercambio de GDP por
GTP y su posterior hidrolisis mediante su actividad GTPasa (Hartzell y Kaiser, 1991a).
MglA también interacciona con la quinasa de tipo eucariota MasK para controlar la
movilidad social (Thomasson et al., 2002). Por otra parte, MglIB regula la cantidad de
MglA en las células, lo que indica que MgIB puede estabilizar a MglA o regular su
funcion (Hartzell y Kaiser, 1991b).

Recientemente se ha propuesto que MglA se activa a través del sistema Frz para
reclutar moléculas importantes para la reversion de los dos tipos de movilidad.
Ademas, MglA es esencial para la localizacion de FrzS y AglZ y puede interaccionar
con ambas proteinas (Mauriello y Zusman, 2007).

A.IV.4. Quimiotaxias

M. xanthus muestra respuestas quimiotacticas frente a ciertos compuestos. Este
comportamiento se manifiesta por un cambio en la frecuencia de reversion del
movimiento de las células, de tal modo que, en ausencia de estimulo, las células
revierten su direccion de movimiento frecuentemente. En cambio, en presencia de
sustancias atrayentes o repelentes, las células de M. xanthus incrementan su periodo de
reversion lo que se traduce en un movimiento neto de acercamiento hacia la sustancia
atrayente o de alejamiento respecto del compuesto repelente. En general, los nutrientes
actlan como atrayentes, mientras que diversos alcoholes o el dimetilsulfoxido
funcionan como repelentes (Shi ef al., 1993).

En M. xanthus se han caracterizado dos sistemas reguladores quimiotacticos,
conocidos como Dif y Frz (frizzy), muy similares al sistema Che de las bacterias
entéricas (Shi et al., 1993; Shi et al., 1994; Yang et al., 1998). Ambos son esenciales
para el desarrollo, dado que las células se deslizan hasta ciertos puntos para originar
cuerpos fructificantes. Probablemente, estas células respondan a ciertos estimulos
quimicos y, por tanto, la formaciéon de cuerpos fructificantes depende de la actividad
quimiosensora aportada por estas rutas de sefializacién. Sin embargo, estos sistemas
quimiotacticos actuan de forma independiente y, de hecho, desempenan funciones
celulares diferentes durante el ciclo de vida de la mixobacteria.

El sistema Dif consta de 5 proteinas quimiotacticas integradas dentro de una
ruta de sefalizacion que regula la movilidad social. Este sistema quimiosensor es el
responsable de la organizacion de las células en grupos sociales y de la coordinacion de
los movimientos de las células dentro de un grupo social (Yang et al., 1998). Ademas,
regula la biosintesis de la matriz extracelular (Yang et al., 2000; Black y Yang, 2004),
dentro de una ruta controlada por los pili de tipo IV que, al actuar como sensores,
estimulan esta cascada de sefalizacion promoviendo la produccion de matriz
extracelular necesaria para la movilidad social (Black et al., 2006).
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El sistema frizzy estd constituido por 6 proteinas quimiosensoras codificadas
por genes localizados en un mismo operén y que conforman una ruta de sefalizacion
reguladora de la reversion en el sentido de movimiento. De hecho, los mutantes fiz
presentan considerables alteraciones en la frecuencia de reversion durante el
deslizamiento de la bacteria (Blackhart y Zusman, 1985a; Blackhart y Zusman, 1985b).
Este sistema confiere a la célula la capacidad para dirigirse hacia los centros de
agregacion durante la formacién de los cuerpos fructificantes, al reducir de forma
dréstica la frecuencia de reversion en respuesta al intercambio de sefales celulares
durante el desarrollo (Shi et al., 2000).

El elemento central quimiosensor del sistema frizzy es el receptor
citoplasmatico FrzCD, una proteina aceptora de grupos metilos, cuya metilacion,
regulada por FrzF, una metil transferasa con repeticiones de tetratricopéptidos (Scott et
al., 2008), es necesaria para la adaptacion a un estimulo. Durante la agregacion, FrzCD
detecta el estimulo quimico de otras células, sufre cambios en su estado de metilacion
y promueve el movimiento de las células hacia los centros de agregacion (Geng et al.,
1998). FrzE es una proteina de fusion con similitud con la histidina quinasa CheA y el
regulador de respuesta CheY, capaz de interaccionar con los componentes de la
maquinaria de movilidad para regular la frecuencia de reversion durante el
deslizamiento (Bonner et al., 2005; Li et al., 2005).

Se ha demostrado que la fosfatidiletanolamina funciona como atrayente para las
quimiotaxias (Kearns y Shimkets, 1998), de manera que la transducciéon de sefiales en
respuesta a este fosfolipido depende del sistema Dif, en cooperacion con los pili de tipo
IV y la metaloproteasa FibA, promoviendo la agregacion (Bonner ef al., 2005; Bonner
et al, 2006). Ademas, las rutas quimiosensoras Dif y Frz son requeridas en la
quimotaxia de fosfatidiletanolamina para la excitacion y adaptacion, respectivamente.
La proteina DifA del sistema Dif no se metila, pero la transmision a través de ella
estimula la metilaciéon de FrzCD. Ademas, M. xanthus posee mecanismos de deteccion
de fosfatidiletanolamina dependientes e independientes de Dif. El mecanismo sensor
dependiente de Dif suprime el incremento de metilacion de FrzCD en respuesta al
atrayente y lo eleva cuando la estimulacion es negativa. De manera que la deteccion de
fosfatidiletanolamina independiente de Dif, pero dependiente de Frz, conduce a la
metilaciéon de FrzCD y la subsiguiente adaptacion, mientras que la sefalizacion de
fosfatidiletanolamina dependiente de Dif suprime o disminuye el incremento de la
metilacion de FrzCD desacelerando o retrasando la adaptacion. Estas interacciones
antagonistas son cruciales para la quimiotaxia efectiva de esta bacteria deslizante para
garantizar que la adaptacion no se produzca demasiado rapido en relacion con el lento
movimiento de M. xanthus (Xu et al., 2008).

A.V.CICLO DE VIDA DE M. xanthus

Las mixobacterias siguen un ciclo de vida vegetativo cuando en el medio hay
abundancia de nutrientes y un ciclo de desarrollo cuando se produce ausencia de los
mismos.
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A.V.1. Ciclo vegetativo

Durante el ciclo de vida vegetativo la bacteria dispone de nutrientes en el medio
y, por tanto, los utiliza para el crecimiento celular. Este crecimiento se manifiesta en la
progresiva elongacion de las células hasta que, finalmente, se produce la division
celular mediante fision binaria, incrementando el nimero de bacterias de la poblacion
microbiana. De esta forma, las mixobacterias crecen y se multiplican a expensas de los
nutrientes del medio, de forma similar al resto de bacterias (Fig. 1).

Las mixobacterias, durante el crecimiento vegetativo, se mantienen unidas y se
desplazan coordinadamente formando agrupaciones, denominadas enjambres,
compuestas por miles de células asociadas entre si. En los enjambres, las mixobacterias
se nutren de forma cooperativa al inducir la lisis de otros microorganismos, como
bacterias o levaduras, siguiendo un comportamiento conocido como microdepredacion
(Reichenbach y Dworkin, 1992; Reichenbach, 1993) (Fig. 1). La eficiencia del ataque
de M. xanthus depende de la disponibilidad de la presa y se incrementa cuando ésta se
encuentra agrupada mas densamente sobre un sustrato con mayor consistencia
(Hillesland et al., 2007).

En esta estrategia de nutricién cooperativa las mixobacterias liberan proteasas,
lipasas, glucanasas y nucleasas que actian destruyendo células vivas intactas y células
muertas. Ademas, son capaces de degradar polimeros complejos para generar
nutrientes asimilables. La colaboracién del enjambre en la secrecion de exoenzimas
potencia la capacidad degradativa de la mixobacterias, incrementando la eficiencia en
la obtencion de nutrientes (Rosenberg et al., 1977).

Durante el crecimiento vegetativo las mixobacterias desarrollan un movimiento
relacionado con un comportamiento depredador que permite a la comunidad de
mixobacterias consumir de forma eficiente los nutrientes disponibles. De hecho, este
movimiento se induce en respuesta al contacto directo con otros microorganismos o
con grandes macromoléculas biopoliméricas. En cambio, su inhibiciéon conlleva una
reduccion drastica de la capacidad depredadora (Berleman et al., 2006).

A.V.2. Ciclo de desarrollo

El ciclo de desarrollo se induce cuando los nutrientes del medio se agotan
(Dworkin, 1963; Hemphill y Zahler, 1968), en respuesta a la privacion en el aporte de
fuentes de carbono, nitrogeno o fosforo (Manoil y Kaiser, 1980; Shimkets, 1984;
Shimkets, 1987; Dworkin, 1996). Esta carencia de nutrientes constituye el estimulo
inductor que desencadena los eventos necesarios que conducen hacia el ciclo de
desarrollo, pero la progresion hacia el mismo requiere, ademas, una elevada densidad
celular para el intercambio de sefiales entre las células (Wireman y Dworkin, 1975;
Shimkets y Dworkin, 1981) y una superficie s6lida para el movimiento de las células
por deslizamiento (Wireman y Dworkin, 1975; Kroos ef al., 1988).

Cuando la densidad celular es suficiente, las células son moviles y los nutrientes
del medio se han agotado, las células dentro del enjambre comienzan a moverse hacia
ciertos puntos, denominados centros de agregacion, donde se apilan unas encima de
otras. Estos centros de agregacion, que en principio son dindmicos, se estabilizan y
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reclutan a células adicionales para generar monticulos que progresan hacia la
formacion de agregados multicelulares macroscopicos designados cuerpos
fructificantes (Fig. 1). En el interior de los cuerpos fructificantes, las células
vegetativas se diferencian en formas de resistencia denominadas mixdsporas (Fig. 1).
Este proceso requiere unas 48 horas y estd mediado por una cascada temporal de genes
reguladores que responden a sefales intra y extracelulares (Higgs ef al., 2008). Cuando
se restablecen las condiciones adecuadas, las mixdsporas germinan generando células
vegetativas que reanudan el ciclo vegetativo (Dworkin, 1996; Kaiser, 2004) (Fig. 1).

Cido de desarrollo
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Ciclo vegetativo

Figura 1. Ciclo de vida de M. xanthus (Modificado de Goldman ef al., 2006).
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La progresion del ciclo de desarrollo en M. xanthus, hasta el comienzo de la
etapa de esporulacion, ocurre en 3 fases: 1) fase quiescente, con alguna movilidad pero
poca agregacion, que dura en torno a 8 horas, ii) periodo de movilidad vigorosa, con
formacion de cuerpos fructificantes, que va desde las 8 hasta las 16 horas y, iii) periodo
de maduracion de los cuerpos fructificantes, con inicio de esporulacidon, que transcurre
desde las 16 a las 48 horas (Curtis et al., 2007).

A.V.2.1. Oscilaciones ritmicas

El ciclo de desarrollo comienza con la ejecucion de un movimiento
caracteristico, denominado rippling, definido por la presencia de oscilaciones celulares
ritmicas, que se traduce en la aparicion de ondas moéviles espaciadas de forma regular
(Anderson y Vasiev, 2005). En cada ondulacion, las células desarrollan un movimiento
oscilatorio carente de desplazamiento neto, a la vez que contactan con células de
crestas vecinas, dando la apariencia de interpenetracion entre ondulaciones proximas.
Este patron de movimiento normalmente precede al proceso de agregacion, aunque se
han descrito mutantes capaces de completar el ciclo de desarrollo sin necesidad de
generar ondulaciones (Rhie y Shimkets, 1989; Berleman et al., 20006).

Este movimiento periddico depende del sistema regulador frizzy, puesto que
genera un ciclo bioquimico oscilante de tipo asimétrico que funciona a modo de reloj
interno para controlar el proceso de reversion en el sentido de movimiento. El contacto
celular producido por la colisién entre ondulaciones adyacentes genera una sefial que
reajusta el reloj, induciendo la reversion del movimiento, a la vez que retarda la fase,
de forma que la probabilidad de reversion se reduce justo tras la colision y se
incrementa con el tiempo, gracias a la asimetria de este ciclo (Igoshin et al., 2004;
Sliusarenko et al., 2006).

A.V.2.2. Formacion de cuerpos fructificantes

La formacion de cuerpos fructificantes requiere un estrecho contacto y el
intercambio de un complejo programa de sefiales intercelulares entre las bacterias
presentes.

Los cuerpos fructificantes presentan una disposicion variada segun el género de
mixobacteria. De este modo, en Myxococcus aparecen como monticulos desnudos con
forma redondeada y de consistencia blanda, mientras que en Corallococcus son duros.
Sin embargo, la mayoria de géneros forman cuerpos fructificantes mas complejos,
diferenciandose un pedinculo que soporta uno o varios esporangiolos como en
Stigmatella o Chondromyces, e incluso, en ocasiones, los esporangiolos se disponen
directamente asociados al propio sustrato como en el género Sorangium.

En M. xanthus la formacion de cuerpos fructificantes tiene lugar mediante el
desplazamiento orientado de las mixobacterias hacia centros de agregacion donde
originan agrupaciones multicelulares macroscopicas. Estas agrupaciones se generan por
colision de grupos celulares organizados en disposicion paralela que se desplazan en
orientacion opuesta. Las células quedan retenidas en el punto de colision al encontrarse
rodeadas de otras células. Cuando una corriente celular se aproxima a una agrupacion,
ésta actiia como un obstaculo mecéanico que fuerza a la corriente a desplazarse sobre o
alrededor de ella. En un principio, el agregado presenta forma elipsoidal, pero al
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incorporarse mas células en movimiento adquiere forma esférica. Tras un tiempo, las
células que formaban el nicleo de cada agregacion comienzan a dispersarse penetrando
dentro de las corrientes celulares periféricas (Alber et al., 2004; Kaiser y Welch, 2004;
Kiskowski et al., 2004; Sozinova et al., 2005; Sozinova et al., 2006).

Este proceso origina un cuerpo fructificante dindmico inmaduro formado por un
nucleo central con una baja densidad celular, constituido por células inmoviles
dispuestas de forma aleatoria, rodeado por una region periférica formada por filas de
células muy organizadas en estrecho contacto y que se desplazan siguiendo una
trayectoria circular. Al progresar el desarrollo, el cuerpo fructificante madura
convirtiéndose en una estructura estatica en cuyo interior los bacilos vegetativos se
diferencian en mixdsporas esféricas de resistencia (Sager y Kaiser, 1993). Tan solo los
bacilos contenidos dentro del cuerpo fructificante reciben las sefiales adecuadas para
esporular, permaneciendo un conjunto de bacilos vegetativos periféricos en torno al
cuerpo fructificante para proteger a las mixosporas frente a la depredacion y
colonizacion por otros microorganismos (O'Connor y Zusman, 1991), mientras que la
mayoria de células muere mediante autolisis, principalmente al inicio del proceso de
agregacion (Zhang et al., 2005a; Nariya e Inouye, 2008). Esta muerte celular
programada representa un suicidio altruista que proporciona nutrientes necesarios para
la supervivencia y diferenciacion del resto de células durante el desarrollo (Zhang et
al., 2005a; Nariya e Inouye, 2008).

A.V.2.3. Esporulacion

En el interior de los cuerpos fructificantes las células vegetativas se diferencian
en mixosporas metabdlicamente quiescentes, refractiles y resistentes a la desecacion, la
radiacion UV, el SDS, el calor moderado y la sonicacion.

La diferenciaciéon de bacilos vegetativos en mixosporas va normalmente
acompafiada de un cambio de forma en las células, puesto que la mayoria de las
mixdsporas son mas cortas que las células vegetativas. En Myxococcus las mixdsporas
son cococideas, mientras que en otros géneros, tales como Stigmatella, son cilindricas.

Las mixésporas se caracterizan por la presencia de una gruesa cubierta
protectora constituida por proteinas y polisacaridos (White, 1993). La proteina principal
de la cubierta es la proteina S, con similitud a calmodulina, que presenta dos dominios
de unién a Ca”". La proteina S se sintetiza de forma temprana en el desarrollo y se
secreta para alcanzar la superficie de la mixdéspora (Inouye et al., 1979b). Otras
proteinas que forman parte de la espora son las proteinas S1 y U. Ambas se sintetizan
durante la etapa tardia del desarrollo, pero mientras que S1 se acumula en el interior de
las esporas (Downard y Zusman, 1985; Teintze et al., 1985), la proteina U es secretada
y ensamblada en la superficie de la misma (Inouye et al., 1979a). Junto a ellas también
se han identificado las proteinas estructurales C, MspA, MspB y MspC (McCleary et
al., 1991; Dahl et al., 2007).

Por otra parte, las mixdsporas contienen dos copias cromosdmicas completas
para asegurar la viabilidad celular durante la germinacion. La replicacion del material
genético tiene lugar durante la agregacion, de forma que al culminar esta fase existe un
punto de control que verifica la integridad cromosomica antes de progresar hacia la
esporulacion (Tzeng y Singer, 2005; Tzeng et al., 2006).
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A.V.2.4. Germinacion

Al retornar las condiciones favorables, en presencia de nutrientes en el medio,
las mixosporas germinan emergiendo bacilos que comienzan a crecer y a dividirse de
nuevo, reanudando el crecimiento vegetativo. Como las mixdsporas se encuentran
agrupadas en el interior de los cuerpos fructificantes, tras la germinacion, el ciclo
vegetativo es reiniciado por una elevada densidad celular que originard un nuevo
enjambre. De este modo, el ciclo de desarrollo garantiza, no so6lo la supervivencia
celular, sino también que la degradacion de macromoléculas, mediante enzimas
secretadas por las células vegetativas originadas a partir de la germinacion de las
mixdsporas, sea eficaz.

Para que tenga lugar el proceso de germinacion se requieren diversos factores
2+ ; , , . .
tales como Ca”" y serina proteasas. Ademas, numerosas proteinas se sintetizan
especificamente durante la fase inicial de la germinacion (Otani ef al., 1995).

Durante la germinacion, las mixosporas pierden sus caracteristicas en un orden
secuencial: resistencia al calor, resistencia al SDS, refractibilidad y forma esférica (Elias
y Murillo, 1991). La ruptura de la cubierta de la espora se produce de forma temprana
durante la germinacién con la degradacion de la proteina S de la cubierta (Otani ef al.,
1995). En el interior de cada mixospora, ambas copias cromosdmicas se sitan en
extremos opuestos, presentando una polarizacién que facilita el reparto de los
cromosomas replicados durante la division celular que tiene lugar justo tras la
germinacion (Tzeng y Singer, 2005).

A.V.3. Induccion quimica de la esporulacion

La esporulacion puede ser inducida por ciertos compuestos quimicos como
glicerol, etilenglicol o dimetilsulféxido (Dworkin y Gibson 1964; Komano et al.,
1980). Estas sustancias desencadenan una rapida conversion de los bacilos vegetativos
en mixosporas, de forma sincrénica, con una elevada eficiencia, aun en presencia de
nutrientes.

Las mixosporas inducidas son capaces de germinar, aunque presentan ciertas
diferencias con respecto a las mixosporas del ciclo de desarrollo, ya que son menos
resistentes, con una cubierta mas delgada carente de las proteinas S y C, y contienen
tan solo un unico cromosoma sin replicar. Ademas, su tasa respiratoria es mas elevada
y no contienen granulos en su interior (Hanson y Dworkin, 1974; Rosenbluh y
Rosenberg, 1989b; McCleary et al., 1991; Otani et al., 1998; Tzeng y Singer, 2005).

La induccién quimica de la esporulacion se produce por bloqueo de la sintesis o
ensamblaje del peptidoglicano de la pared celular por accién de agentes quimicos. De
hecho, durante la conversion de bacilo a espora, la presencia de glicerol activa la
enzima P-lactamasa, implicada en el recambio de peptidoglicano de la pared, y los
agentes que inducen esta enzima, como antibidticos inhibidores de la sintesis del
peptidoglicano, promueven igualmente el proceso de esporulacion. Estos resultados
sugieren que la induccién quimica de la esporulacién constituye una respuesta de
defensa frente a agentes que dafian las cubiertas bacterianas amenazando la
supervivencia celular (O’Connor y Zusman, 1997; O’Connor y Zusman, 1999).
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Las mixdsporas producidas como consecuencia de induccion quimica tan solo
desarrollan de forma parcial el programa genético activado durante el proceso de
esporulacién que ocurre durante el ciclo de desarrollo. De hecho, mutantes incapaces
de esporular durante el ciclo de desarrollo pueden ser inducidos a esporular por adicion
de agentes quimicos, lo que refleja la diferencia entre ambos procesos (Hagen et al.,
1978; LaRossa et al., 1983). Estos eventos confluyen en el locus 27536 cuya expresion
se ajusta al momento de cambio de forma celular y cuya mutacion inhibe de forma
simultanea ambos procesos de esporulacion (Licking ef al., 2000).

A.VI. SENALIZACION CELULAR DURANTE EL CICLO DE
DESARROLLO DE M. xanthus

El ciclo de desarrollo de las mixobacterias requiere la coordinacion de un
niumero muy elevado de células mediante el intercambio de varias senales
extracelulares. Se han identificado cinco tipos diferentes de sefiales, denominadas sefial
A, B, C, D y E, a partir de mutantes defectivos para cada una de ellas designados como
mutantes asg, bsg, csg, dsg y esg, respectivamente (Hagen ef al., 1978; Downard et al.,
1993, Kaiser y Kroos, 1993). Todas estas cepas mutantes son incapaces de completar el
ciclo de desarrollo por si mismas, pero se recuperan mediante complementacion al
adicionar células silvestres o mutantes para cualquiera de las otras sefiales, ya que son
defectivos en la produccion de la sefial en si y no en su recepcidon o procesamiento.

Durante el ciclo de desarrollo, la comunicaciéon entre células mediante el
intercambio programado de sefiales determina la expresion secuencial de un conjunto
de genes regulados de forma especifica (Kroos ef al., 1986; Kroos y Kaiser, 1987). De
hecho, el rastreo de marcadores genéticos de este proceso ha permitido identificar
multiples genes cuya expresion se induce durante el desarrollo (Kroos ef al., 1986). El
estudio del efecto de las mutaciones que afectan a las distintas sefiales intracelulares
sobre la expresion de estos genes ha permitido establecer la dependencia total o parcial
de cada uno de los genes con respecto a las distintas sefiales intercelulares (Kroos y
Kaiser, 1984; Kroos et al., 1986; Kuspa et al., 1986).

El andlisis del perfil de expresion de los marcadores del desarrollo en los
diferentes mutantes de sefalizacion permite deducir la progresion de las sefiales a lo
largo del ciclo de desarrollo. No existe una secuencia lineal de intercambio de sefiales,
ya que genes del desarrollo, controlados por distintas sefiales, pueden expresarse al
mismo tiempo y, de igual forma, genes dependientes de una misma sefal, en ocasiones,
se expresan en momentos muy diferentes (Kaiser y Kroos, 1993). A partir de este
analisis, se ha establecido que las sefiales A y B comienzan a actuar desde el inicio del
desarrollo, justo tras detectar la carencia de nutrientes, mientras que las sefiales D y E
lo hacen a partir de las 4 horas y, finalmente, la sefial C ejerce su efecto maximo tras 12
horas de inanicion.
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A.VI.1. Senales implicadas en el ciclo de desarrollo

A.VI.1.1. Senal A

La senal A estd constituida por una mezcla de aminoacidos y péptidos
originados por accion de proteasas extracelulares que hidrolizan proteinas presentes en
el exterior (Kuspa et al., 1992a; Kuspa et al., 1992b; Plamann et al., 1992). El analisis
de la actividad de los aminoécidos durante la transmision de la sefial A ha permitido
determinar que aquellos que poseen una actividad mas elevada son tirosina, prolina,
triptéfano, fenilalanina, leucina e isoleucina (Kuspa ef al., 1992a).

En el ciclo de desarrollo, la sefial A actua como sistema sensor de guorum para
evaluar la densidad celular presente justo tras el agotamiento de nutrientes (Kaplan y
Plamann, 1996). Esa evaluacion se basa en la relacion proporcional entre la
concentracion extracelular de sefial A y la cantidad de células presentes, garantizando
que las células solo progresen hacia el ciclo de desarrollo si la densidad celular es
adecuada y suficiente para generar una concentracion minima de aminoacidos en el
medio capaz de actuar como sefial A (Kaiser y Kroos, 1993; Shimkets, 1999).

La produccion de sefial A depende de cinco genes, denominados asgA, asgB,
asgC, asgD y asgE, que codifican proteinas integradas en la misma ruta de transduccion
de sefiales. AsgA y AsgD son proteinas hibridas, con un dominio histidina quinasa junto
con un dominio regulador de respuesta (Plamann et al., 1995; Li y Plamann, 1996; Cho
y Zusman, 1999a). AsgB es un regulador transcripcional con un dominio de unién al
ADN (Plamann et al., 1994), mientras que AsgC es el factor ¢ principal de la ARN
polimerasa, necesario para la uniéon al promotor durante el inicio de la transcripcion
(Davis et al., 1995), y AsgE es una proteina aminohidrolasa situada en la membrana
plasmatica (Garza et al., 2000). Los mutantes para estos genes no forman cuerpos
fructificantes ni esporas, pero estas capacidades pueden ser restablecidas mediante la
adicion de mezclas apropiadas de aminoéacidos y péptidos (Kuspa ef al., 1992a; Kuspa
et al., 1992b).

Se ha propuesto un modelo funcional para la ruta de sefializacidon necesario para
originar sefial A. Seglin este modelo, el agotamiento de nutrientes es captado por una
proteina sensora y transmitido hasta la histidina quinasa AsgA, que se autofosforila. A
continuacion, la sefial se transfiere a una o varias proteinas a través de
fosfotransferencia mediada por AsgD (Cho y Zusman, 1999a) hasta alcanzar el
regulador transcripcional AsgB y la aminohidrolasa AsgE. Ambas proteinas reconocen
las sefiales procedentes de AsgA y actiian de manera independiente. Por un lado, AsgB
fosforilada actiia como activador transcripcional sobre promotores reconocidos por el
factor 6 AsgC de la ARN polimerasa, desencadenando la expresion de los genes
necesarios para la generacion de la sefial A. Los genes diana regulados por esta ruta
probablemente corresponden a genes que codifican proteasas extracelulares. AsgE, por
su parte, controla otra sefial atin no identificada (Garza et al., 2000).

Entre los genes cuya expresion es dependiente de la sefial A se encuentran sasB,
sasA y rodK. El locus sasB incluye los genes sasSR, que forman un sistema regulador
de dos componentes, y sasN, que es un regulador negativo (Kaufman y Nixon, 1996;
Yang y Kaplan, 1997). La histidina quinasa SasS detecta el nivel extracelular de sefal
Ay, si es adecuado, fosforila al regulador de respuesta de tipo NtrC, SasR. La
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activacion de SasR induce la expresion de genes dependientes de la sefial A que se
encuentran reprimidos por la proteina SasN durante el crecimiento vegetativo (Keseler
y Kaiser, 1995; Xu et al., 1998). Por su parte, el locus sasA incluye los genes rfbABC,
importantes para la sintesis del lipopolisacarido antigeno O (Guo et al., 1996), aunque
no esta claro el papel del lipopolisacarido antigeno O en la recepcion de la senal A.
Finalmente, el producto del gen rodK es un temporizador del ciclo de desarrollo que se
encarga de inhibir la sefial A durante el desarrollo tardio (Rasmussen et al., 2005;
Rasmussen et al., 2006).

A.VI1.1.2. Seinal B

La sefial B, junto con la sefial A, son esenciales para el inicio del ciclo de
desarrollo en M. xanthus, puesto que los genes cuya expresion depende del desarrollo
tan s6lo se expresan con normalidad ante la presencia de una sefial B adecuada (Kroos y
Kaiser, 1987). Los mutantes carentes de esta sefial son defectivos en la agregacion, no
forman cuerpos fructificantes y no esporulan (Kroos y Kaiser, 1987). Sin embargo, no
se conoce la naturaleza de la sefial B, ni tampoco el mecanismo de complementacion
extracelular (Gill y Bornemann, 1988).

Los mutantes incapaces de generar sefial B se encuentran afectados en un unico
locus denominado bsgA (Gill et al., 1993). Este gen codifica la proteina BsgA, una
proteasa de tipo Lon con actividad proteolitica dependiente de ATP (Gill et al., 1993),
esencial para la liberacion de aminodcidos intracelulares necesarios para la biosintesis
de nuevas proteinas durante el desarrollo (Gottesman y Maurizi, 2001). Ademas, esta
proteasa es necesaria para el procesamiento del activador MrpC que activa la expresion
del regulador del desarrollo FruA de la sefial C durante el desarrollo (Nariya e Inouye,
2006).

Existen mutaciones que suprimen los defectos que presentan en el desarrollo los
mutantes bsg. Estas mutaciones se localizan en los genes spdRS (Hager et al., 2001,
Tse y Gill, 2002) y bcsA (Cusick et al., 2002; Cusick y Gill, 2005), que se asocian con
dos rutas de sefializacion diferentes e independientes entre si, relacionadas con la sefal
B. En la primera ruta intervienen la histidina quinasa SpdS y el regulador de respuesta,
de tipo NtrC, SpdR, regulando negativamente la expresion de los genes del desarrollo
dependientes de la sefial B y ejerciendo un efecto represor suprimido por la proteasa
BsgA en presencia de sefial B (Hager ef al., 2001; Tse y Gill, 2002). En la otra ruta de
sefializacion participa la proteina BcsA, una enzima monooxigenasa dependiente de
flavina, que igualmente actia como represor sobre el desarrollo en funcion de la
densidad celular (Cusick et al., 2002; Cusick y Gill, 2005).

A.VIL.1.3. Seiial C

La sefal C es una proteina que se asocia a la superficie celular de M. xanthus
(Shimkets y Rafiee, 1990) dado que estas bacterias presentan sobre su membrana este
factor. Por ello, la transmision de esta sefal requiere el contacto directo entre células,
actuando solo si las bacterias se encuentran densamente empaquetadas y alineadas de
forma regular (Kim y Kaiser, 1990a). Los mutantes en la sefial C tienen afectado el
locus csgA (Shimkets y Asher, 1988), ya que la pérdida de este gen bloquea la
produccion de la sefial C en respuesta al agotamiento de nutrientes y, en consecuencia,
no se agregan ni esporulan.
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El gen csgAd codifica una proteina de 25 kDa que presenta homologia con
alcohol deshidrogenasas de cadena corta que poseen, en su extremo N-terminal, un sitio
de unién al NAD" (Baker, 1994; Lee y Shimkets, 1994; Lee et al., 1995), junto con un
dominio catalitico deshidrogenasa en la region C-terminal. Esta proteina es procesada
en la superficie celular por una serina proteasa (Lobedanz y Segaard-Andersen, 2003),
perdiendo el sitio de unién al NAD" y originando un polipéptido de 17 kDa que queda
adherido a la superficie celular (Kim y Kaiser, 1990a; Shimkets y Raffie, 1990; Kruse et
al., 2001), lo que asegura que la sefial C se transmita a otras células en contacto y no
hacia si misma (Lobedanz y Segaard-Andersen, 2003).

Los niveles crecientes de sefial C regulan los eventos que tienen lugar a medida
que progresa el ciclo de desarrollo. Conforme avanza el desarrollo se requieren
concentraciones crecientes de factor C, de forma que bajas concentraciones inducen
oscilaciones ritmicas, concentraciones intermedias se asocian con agregacion y altas
concentraciones desencadenan la esporulacion en M. xanthus (Kim y Kaiser, 1991; Li
et al., 1992; Kruse et al., 2001).

La sefial C controla de forma positiva la expresion del gen csgd, lo que
determina que el nimero de moléculas de senal C crezca de forma progresiva a lo largo
del desarrollo (Kim y Kaiser, 1990b). El gen csg4 se expresa durante el crecimiento
vegetativo, pero incrementa su expresion en respuesta al agotamiento de nutrientes por
accion de RelA, la respuesta estricta (Crawford y Shimkets, 2000a) y 4 proteinas
codificadas por el operdn act, que incluye el sistema regulador de dos componentes
ActAB vy las proteinas ActC y ActD (Gronewold y Kaiser, 2001). En esta ruta de
sefalizacion, la presencia de sefial C estimula al regulador de respuesta ActA, que a su
vez activa al regulador ActB para potenciar la expresion del operon act y la completa
expresion de csgd (Gronewold y Kaiser, 2007). Por su parte, ActC y ActD estan
implicados en la temporalidad de la expresion del gen csgd, es decir, en que su
expresion ocurra en el momento correcto (Gronewold y Kaiser, 2001).

La ruta de transduccion de sefiales en respuesta a la sefial C es muy compleja y
depende de multiples sistemas de sefializacion. Un elemento central de estas vias es el
regulador de respuesta, de tipo FixJ, FruA. Este regulador posee un motivo hélice-giro-
hélice de union al ADN, cuya actividad transcripcional se regula mediante fosforilacion
en respuesta a la sefial C, mediada por una histidina quinasa sensora desconocida. La
delecion del gen frud da lugar a mutantes que presentan agregacion anormal y son
incapaces de formar cuerpos fructificantes y de esporular. La expresion del gen frud es
totalmente dependiente del desarrollo y se encuentra controlada por las senales Ay E
(Ogawa et al., 1996; Ellehauge et al., 1998).

La transcripcion de frud (Ogawa et al., 1996; Ellehauge et al., 1998), asi como
la del regulador transcripcional MrpC y la proteina DevT (Boysen et al., 2002) se
induce, a través de un mecanismo desconocido, por la sefial A. MprC contiene un
dominio de unién a nucledtidos ciclicos seguido de un dominio HTH de union al ADN,
de manera que se une al promotor de firuA induciendo su transcripcion (Ueki e Inouye,
2003). La expresion de mrpC se induce a partir del sistema de dos componentes
MrpA/MrpB, tras ser éste estimulado por la sefial A y la respuesta estricta (Sun y Shi,
2001a; Sun y Shi, 2001b). Al comenzar el desarrollo, MrpC es procesado mediante el
corte del extremo N-terminal por la proteasa BsgA de la sefial B, dando lugar a la
forma activa MrpC2, capaz de unirse al promotor de fruA para activar su expresion, a la

18



Introduccion

vez que regula de forma positiva su propia expresion (Nariya e Inouye, 2006). En
cambio, durante el crecimiento vegetativo, MrpC es fosforilado por la cascada de
Ser/Thr quinasas Pkn8/Pkn14, inhibiendo la expresion del gen frud (Nariya e Inouye,
2005).

FruA controla la expresion de un conjunto de genes inducidos de forma
selectiva durante el desarrollo. Entre ellos se encuentran genes que se expresan de
forma independiente de la sefial C, como #ps o dof4 (Ueki e Inouye, 2006), mientras
que otros, como devTRS, son totalmente dependientes de ella.

Se ha propuesto un modelo global para la ruta de transduccién de sefiales de la
sefial C. Segun el modelo propuesto, ante el agotamiento de nutrientes, la sefial C es
percibida por una proteina sensora de tipo histidina quinasa desconocida que activa al
regulador de respuesta FruA mediante fosforilacion. La sefializacion dependiente de la
sefial C se ramifica a partir de FruA en dos rutas distintas: el sistema frizzy, que
controla la agregacion y fructificacion, y el sistema dev que determina la esporulacion
(Bonner y Shimkets, 2001).

Al inicio del ciclo de desarrollo, cuando los niveles de sefial C son bajos, la
proteina FruA estd poco fosforilada y tan solo es capaz de activar la ruta de
sefializacion frizzy que conduce a la agregacion celular. La sefal C induce la
metilacion de la proteina FrzCD, perteneciente al sistema frizzy, de forma dependiente
de FruA, y de la metiltransferasa FrzF (Ellehauge et al., 1998; Segaard-Andersen y
Kaiser, 1996; Ueki e Inouye, 2006), para controlar el movimiento por deslizamiento
durante la agregacion celular en respuesta a la sefial C. De este modo, FrzCD es
metilada de forma progresiva durante el desarrollo ante la presencia de FruA
fosforilada, lo que le permite interactuar con FrzE para disminuir la frecuencia de
reversion en el movimiento y, por tanto, promover los desplazamientos prolongados
necesarios durante la formacion de los cuerpos fructificantes (Segaard-Andersen y
Kaiser, 1996; Jelsbak y Segaard-Andersen, 1999). En un principio, se producen
reversiones periodicas en el sentido de deslizamiento, generando ondulaciones ritmicas,
pero a medida que se incrementa la sefial C la frecuencia de reversion desciende y las
bacterias comienzan a moverse en el mismo sentido. Entonces, las células se disponen
en cadenas estableciendo contactos célula-célula e intercambiando niveles de sefial C
crecientes que evitan la reversion del movimiento durante el proceso de agregacion
(Segaard-Andersen y Kaiser, 1996; Jelsbak y Segaard-Andersen, 2002). A medida que
las células se agregan formando el cuerpo fructificante, se incrementan los niveles de
sefial C por contacto entre las bacterias, a la vez que el sistema regulador mediado por
las proteinas Act potencia la produccion de la sefial C.

Una vez que se alcanzan altos niveles de sefial C, la proteina FruA adquiere un
elevado nivel de fosforilacion, consiguiendo activar la via de sefializacion dev
necesaria para que se desencadene la esporulacion, pero ésta solo se produce cuando la
agregacion se ha completado (Kaplan, 2003). La proteina FruA controla la expresion
del operén dev, formado por cinco genes donde al menos tres, devTRS, son esenciales
para la esporulacion (Kroos et al., 1990; Thony-Meyer y Kaiser, 1993; Boysen ef al,,
2002). Ademas, se han encontrado genes asociados al proceso de esporulacion cuya
expresion depende a su vez del sistema dev (Licking et al., 2000). Este operon se
induce en presencia de FruA fosforilada y del regulador de tipo LysR, LadA, y se
autorregula de forma negativa por DevS (Viswanathan et al., 2007a; Viswanathan et
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al., 2007b). La expresion del sistema dev requiere de elevadas concentraciones de sefal
C, alcanzadas tan s6lo en el interior de los cuerpos fructificantes (Ellehauge et al.,
1998). Un producto de este sistema, la proteina DevT, estimula a su vez la sintesis del
regulador FruA durante el desarrollo (Boysen ef al., 2002).

A.V1.1.4. Seinal D

La identidad de la sefial D se desconoce, aunque mezclas de acidos grasos,
incluyendo el autocida AMI, funcionan de forma adecuada durante la complementacion
en ausencia de esta senal (Rosenbluh y Rosenberg, 1989a). La sefial D es necesaria en
una etapa avanzada del desarrollo, puesto que su ausencia bloquea la expresion de los
genes tardios del mismo. Los mutantes carentes de sefial D son resultado de la
alteracion de un Unico locus denominado dsgA. Los mutantes de insercion de dsgA son
letales (Cheng y Kaiser, 1989b), mientras que mutaciones puntuales en dsg generan
deficiencias en el desarrollo como agregacion anormal y retrasada, y esporulacion
reducida (Cheng y Kaiser, 1989a), pero no tienen efecto en la viabilidad de las células
que crecen vegetativamente. Estos hechos reflejan la posibilidad de que las mutaciones
puntuales sigan permitiendo la produccion de proteinas ligeramente modificadas que
mantienen alguna funcidén, mientras que las inserciones de material genético exdgeno
originan mutaciones inviables (Dworkin, 1996).

El gen dsgA codifica el factor IF3 de iniciacion de la traduccion de M. xanthus,
cuyo producto es la proteina InfC (Cheng et al., 1994; Kalman et al., 1994). InfC es
una proteina asociada al ribosoma, esencial para la sintesis proteica durante el
crecimiento vegetativo y el ciclo de desarrollo de M. xanthus, de manera que su
actividad es necesaria para completar la produccion de proteinas que tiene lugar
durante el desarrollo (Cheng y Kaiser, 1989b). Como se ha indicado, los mutantes
puntuales para dsgA parecen retener cierta actividad de InfC, la cual resulta insuficiente
para completar la sintesis de proteinas del desarrollo (Cheng y Kaiser, 1989a).

A.VI.1.5. Senal E

La sefial E parece estar constituida por uno o varios acidos grasos ramificados,
liberados a partir de los componentes fosfolipidicos presentes en la membrana
bacteriana (Downard y Toal, 1995). De hecho, M. xanthus es capaz de aceptar acidos
grasos a partir de fosfolipidos procedentes de una suspension (Kearns y Shimkets,
2001), lo que implica que estos acidos grasos pueden ser transferidos entre células por
contacto. Los mutantes para la sefial E poseen afectado un unico /ocus, denominado
esg, cuya alteracion bloquea el desarrollo en una fase muy temprana. Estas cepas solo
conservan la mitad del contenido en d4cidos grasos iso-ramificados, aunque esta
deficiencia se recupera en presencia de altos niveles de acidos grasos saturados e
insaturados en el medio (Toal ez al., 1995).

Los genes esg codifican las subunidades proteicas Ela y EIB de la
deshidrogenasa de cetodcidos ramificados de M. xanthus, enzima que cataliza la
conversion de leucina en isovaleril-CoA, precursor de la sintesis de acidos grasos
ramificados, asi como de la biosintesis de policétidos (Downard et al., 1993; Toal et
al., 1995; Mahmud et al., 2002). Por tanto, la enzima deshidrogenasa de cetodcidos
ramificados parece estar implicada en la sintesis de un componente lipidico de
membrana esencial para la sefalizacion durante el desarrollo, en concordancia con la
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elevada proporcion de acidos grasos iso-ramificados presentes en la membrana de las
mixobacterias (Ware y Dworkin, 1973).

A.VIL.2. Respuesta estricta

Los aminodacidos son la principal fuente de carbono, nitrogeno y energia de M.
xanthus (Dworkin, 1962), por lo que su limitacion juega un papel central en la
iniciacion del ciclo de desarrollo (Dworkin, 1963). La principal decisiéon que afrontan
las células durante la limitacion de nutrientes es desviar el carbono hacia el crecimiento
o hacia la produccion de macromoléculas del desarrollo. La carencia de aminoécidos
activa la respuesta estricta al detener la sintesis proteica debido a la incapacidad del
ribosoma de leer un codon que carece de su respectivo ARNt cargado. Entonces, la
(p)ppGpp sintetasa RelA se asocia al ribosoma y comienza a sintetizar nucleotidos
altamente fosforilados, de tipo guanosina tetra y penta fosfato [(p)ppGpp], que actian
como alarmona (Singer y Kaiser, 1995). La capacidad de acumular (p)ppGpp es
absolutamente dependiente de la proteina RelA y del sensor del nivel de nutrientes Nsd
(Brenner et al., 2004).

La respuesta estricta es necesaria para el inicio del desarrollo multicelular en M.
xanthus, puesto que estimula la expresion de un conjunto de genes especificos
necesarios para este proceso (Singer y Kaiser, 1995). De hecho, los mutantes rel4 son
incapaces de expresar ninguno de los genes dependientes del desarrollo ante la
privacion de nutrientes (Harris et al., 1998). En este sentido, la acumulacion de
(p)ppGpp por la respuesta estricta induce la produccion de las senales A y C, esenciales
para el inicio del desarrollo, actuando como un sistema sensor que, ante la limitacion
de nutrientes, promueve la progresion hacia el ciclo de desarrollo.

El desarrollo multicelular requiere la produccion de un conjunto de proteinas
especificas de este proceso, por lo que es necesario mantener la capacidad de sintesis
de proteinas durante el desarrollo. La respuesta estricta facilita la disponibilidad de
aminoacidos al potenciar su biosintesis y promover su liberaciéon mediante proteolisis
regulada. La presencia de (p)ppGpp reprime la sintesis de proteinas ribosoémicas y de
ARN estables como ARNr y ARNt, pero activa la expresion de genes para la
biosintesis de aminoacidos (Gottesman y Maurizi, 2001; Jain et al., 2006).

Como se ha indicado, ante la limitacion de nutrientes M. xanthus presenta dos
alternativas. Por un lado, mantener un crecimiento vegetativo reducido, adecuado a los
nutrientes restantes presentes en el medio o, por otra parte, progresar hacia el
desarrollo. Ambos procesos implican la muerte de una elevada proporcion de bacterias.
La alternativa adecuada depende en cada caso del nivel de nutrientes en el medio, de
forma que las células deben iniciar el desarrollo antes de que se agoten totalmente los
nutrientes esenciales (Kaiser, 2004). Ademas, las células deben controlar y responder a
dos niveles diferentes de inanicion, el de la célula individual y el de la poblacion. La
respuesta de la poblacion incluye la activacion de los genes asg y la produccion de
sefial A, asi como la expresion de csgd y frud necesarios para la deteccion y
produccion de la senal C (Harris ef al., 1998), mientras que la respuesta al agotamiento
de nutrientes a nivel celular incluye la activacion de genes tales como sigD
(Viswanathan et al., 2006), mrpAB, sdeK (Sun y Shi, 2001a) y brgE (Pham et al.,
2005) que contribuyen a mantener elevados niveles de (p)ppGpp.
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Finalmente, las células tomaran la decision de crecer vegetativamente o de
iniciar el ciclo de desarrollo en funcién de la relacion entre dos proteinas reguladoras
esenciales, SocE y CsgA. La proteina SocE mantiene el crecimiento vegetativo y actia
como represor del desarrollo al inhibir la respuesta estricta. De hecho, la expresion de
SocE se inhibe al iniciarse el desarrollo debido al efecto represor ejercido por la
respuesta estricta. En cambio, la proteina CsgA promueve el ciclo de desarrollo,
tratando de prolongar en el tiempo la respuesta estricta. En este sentido, esta proteina se
acumula a partir del inicio del desarrollo ya que su expresion se ve estimulada por la
respuesta estricta (Crawford y Shimkets, 2000a, Crawford y Shimkets, 2000b).

De esta manera, si la densidad celular es suficientemente alta, la sefial C sera
transmitida al mismo tiempo que disminuye el nivel de SocE como resultado de la
respuesta estricta. Como CsgA estimula a RelA, la respuesta estricta sera prolongada a
lo largo del desarrollo. Si la sefial de agotamiento de nutrientes se mantiene
indefinidamente, las proteinas TodK y Rodk modulan los aspectos espaciales y
temporales de la esporulacion (Rasmussen y Segaard-Andersen, 2003; Rasmussen et
al., 2005). Pero si la densidad celular no es lo suficientemente elevada como para
generar un cuerpo fructificante, la concentracion interna de CsgA no alcanzara el nivel
que permita mantener la respuesta estricta, los niveles de SocE aumentardn de nuevo y
las células se decantaran por el crecimiento en lugar del desarrollo (Crawford y
Shimkets, 2000a).

A.VII. GENOMAS DE MIXOBACTERIAS

El genoma de la cepa DK1622 de M. xanthus ha sido secuenciado
recientemente (NUimero de acceso NC_008095) (Goldman et al., 2006) por Monsanto y
TIGR (The Institute for Genomic Research; http://www.tigr.org), mientras que la
secuenciacion de los genomas de Sorangium cellulosum So ce56 (Numero de acceso
NC 010162) (Schneiker et al., 2007) y Anaeromyxobacter dehalogenans 2CP-C
(Numero de acceso NC _007760) (Thomas et al., 2008) ha sido llevada a cabo por la
Universidad de Bielefeld (https://www.uni-bielefeld.de) y DOE Joint Genome Institute
(http://genome.jgi-psf.org), respectivamente. También se ha completado la
secuenciacion del genoma de otras 2 mixobacterias, Anaeromyxobacter sp. Fw109-5 y
Anaeromyxobacter sp K, que no han sido objeto de publicacion hasta el momento.
Ademas, se esta efectuando la secuenciacion de otros genomas de mixobacterias que se
encuentran disponibles en forma de fragmentos genémicos (Tabla 2).

Las mixobacterias poseen los genomas de mayores dimensiones entre los
procariotas, con un tamafio comprendido entre 9.1 y 13.0 Mb, a excepcion de las
especies de Anaeromyxobacter cuyos genomas presentan un tamafio de 5.0 a 5.3 Mb
(Tabla 2). De forma comparativa, el tamafio promedio del genoma de estas bacterias
duplica ampliamente al de FEscherichia coli (Blattner et al., 1997) y es
considerablemente mas grande que el de otras d-proteobacterias.

El contenido en G+C de todos los genomas de mixobacterias es muy elevado,
estando comprendido entre 67 y 74% (Tabla 2). El nimero de genes oscila entre 4346
de A. dehalogenans 2CP-C y 9367 en S. cellulosum, en concordancia con el tamafio del
genoma de cada especie, dado que la porcion de cromosoma destinada a codificar estos
genes se sitia en todos los casos entre el 86 y 90% (Tabla 2).
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La expansion del tamafo del genoma de las mixobacterias se ha originado
mediante duplicacion génica y posterior divergencia de las nuevas copias a partir de un
progenitor ancestral, proporcionando el material necesario para la adquisicion de
nuevas funciones génicas (Gevers et al., 2004; Pushker ef al., 2004). De hecho, mas del
15% de los genes de mixobacterias se han duplicado de forma especifica y selectiva
originando familias de pardlogos. Pero la duplicacion de genes no ha ocurrido al azar,
ya que algunos genes no se han duplicado, mientras que los genes relacionados con la
comunicacion intercelular, deteccion de pequeiias moléculas y control de la expresion
génica se han amplificado preferentemente. Entre los genes que presentan multiples
copias también se encuentran ampliamente representados los genes implicados en el
metabolismo secundario, siendo probable que sean importantes para la actividad
depredadora de las mixobacterias, aunque pueden haberlos recibido por transferencia
horizontal de genes (Goldman et al., 2006; Goldman et al., 2007).

Tabla 2. Caracteristicas principales de los genomas secuenciados, o en proceso de secuenciacion,
de mixobacterias.

. . Tamaiio % |, .
Mixobacteria Suborden (Mb) Genes GC % codificante Estado
Anaeromyxobacter .
dehalogenans 2CP-C Cystobacterinae 5.0 4346 74 90 Completo
Anaeromyxobacter Cystobacterinae 5.0 4538 75 75
dehalogenans 2CP-1 4 ) fragmentos
Anaeromyxobacter sp. .

Fw109-5 Cystobacterinae 53 4562 73 89 Completo
Anaeromyxobacter sp K | Cystobacterinae 5.1 4457 75 90 Completo
Haliangium ochraceum )

DMS 14365 Nannocystineae 67
Mpyxococcus xanthus .
DK1622 Cystobacterinae 9.1 7388 68 90 Completo
Myxococcus fulvus HW-1 | Cystobacterinae 68
Plesiocystis pacifica . 237
SIR-1 Nannocystineae 10.6 8450 71 89 fragmentos
Sorangium cellulosum Soranginae 13.0 9367 | 71 86 Completo
So ce56
Stigmatella aurantica . 579
DWA4/3-1 Cystobacterinae 10.3 8543 67 fragmentos

El genoma de M. xanthus estd compuesto por un Uinico cromosoma circular que
contiene 7388 genes putativos que representan mas del 90% del genoma. Junto a genes
asociados al metabolismo energético, transcripcion y traduccion, aparecen numerosos
genes que codifican enzimas degradativas, asi como proteinas de sefializacion
(Goldman et al., 2006). De hecho, se ha propuesto que las bacterias con genomas de
mayores dimensiones, como es el caso de las mixobacterias, poseen elevadas
capacidades adaptativas a ambientes muy variables (Lynch y Conery, 2003;
Konstantinidis y Tiedje, 2004).

En este sentido, M. xanthus es capaz de detectar una amplia variedad de senales
ambientales generando respuestas adaptativas adecuadas, y ademas posee un complejo
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sistema de intercambio de sefiales necesario para la coordinacion de las células a lo
largo del ciclo de vida de la bacteria. Por tanto, las rutas de sefializaciéon en este
microorganismo se encuentran muy desarrolladas, apareciendo un enorme nimero de
genes que codifican proteinas implicadas en estas rutas, como activadores dependientes
de ™", sistemas de dos componentes y Ser/Thr/Tyr quinasas (Goldman et al., 2006;
Pérez et al., 2008). Debido al predominio de las rutas reguladoras de tipo
multicomponente en esta bacteria, la proporcion de genes reguladores transcripcionales
de un Unico componente se encuentra sensiblemente reducida, siendo su numero
inferior a la mitad del esperado en relacion al tamafio del genoma de M. xanthus.

Entre los reguladores dependientes de 6 se han identificado 53, de los cuales
al menos la mitad son especificos del grupo de las mixobacterias y en muchos casos se
expresan a niveles considerables (Goldman et al., 2006; Karlin et al., 2006). Una
elevada proporcion de estos reguladores parece participar en rutas de sefializacion
implicadas en la deteccion de cambios medioambientales, siendo claves para el
desarrollo, puesto que numerosos genes se inducen durante este periodo a partir de
promotores dependientes de 6>* en presencia de la proteina activadora adecuada. De
hecho, la mutacion de algunos de estos reguladores bloquea el desarrollo e incluso la
supresion del factor o>* es letal para M. xanthus, a diferencia de lo que ocurre en otros
microorganismos (Jakobsen ef al., 2004; Jelsbak et al., 2005; Kroos, 2005).

M. xanthus es resistente a varios antibioticos como las cefalosporinas, que
pueden inhibir el crecimiento de sus competidores (Fiegna y Velicer, 2005) y debilitar
a sus presas (Chater y Hopwood, 1989). Esta bacteria es incapaz de sintetizar
aminodcidos de cadena ramificada, por lo que la depredacion es una alternativa a la
biosintesis. Para ello, sintetiza proteasas periplasmicas y extracelulares y, mediante el
contacto directo con su presa, las ataca y lleva a cabo la proteolisis en el periplasma
para evitar destruir sus propias proteinas (Karlin et al., 2006). Por ello, estos genes
también se encuentran altamente representados en el genoma de M. xanthus y se
expresan a niveles elevados.

A.VIII. TRANSDUCCION DE SENALES EN BACTERIAS

A.VIII.1. Caracteristicas generales de la sefializacion en bacterias

Con frecuencia, las bacterias se enfrentan a cambios medioambientales, dado
que los niveles de nutrientes y toxinas, acidez, temperatura, osmolaridad, humedad y
otras condiciones del entrono pueden cambiar rdpida e inesperadamente. Por ello,
disponen de numerosos sistemas de transduccion de sefales esenciales para generar
diversas respuestas adaptativas frente a estimulos ambientales especificos (Parkinson,
1995).

El andlisis de los genomas microbianos secuenciados indica que los
microorganismos sometidos a condiciones variables, como bacterias del suelo o
acuaticas, asi como patdgenos facultativos, han desarrollado y mantenido sistemas de
sefalizacion mucho mas diversos y complejos que los organismos especializados en
explotar eficientemente ambientes mas estables, los cuales, con frecuencia, contienen
sistemas de sefalizacion escasos y bastante primitivos como es el caso de los patogenos
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intracelulares obligados (Shi et al., 1998; Konstantinidis y Tiedje, 2004; Galperin,
2005).

En una especie bacteriana la relacion entre el ntimero de macromoléculas
implicadas en la sefalizacion y el tamafio de su genoma permite valorar el potencial
adaptativo de este organismo al ambiente (Galperin, 2005). Las bacterias en las que esta
relacion es elevada son microorganismos pertenecientes a medios edaficos o acuaticos,
con formas de vida muy versatiles, capaces de emplear sustratos diversos y con
movilidad muy activa. En ocasiones, las redes de sefializacion varian ampliamente entre
organismos muy proximos debido a la adquisicion o pérdida de genes de sefializacion a
lo largo de la evolucion durante la adaptacion de la bacteria a un nicho ecologico
especifico, ya que estos genes son los primeros candidatos a modificacion génica
(Kennelly, 2002).

A pesar de la gran diversidad de estimulos y respuestas, para la sefializacion se
utiliza un nimero relativamente pequeiio de estrategias moleculares, aunque muy
diversas (West y Stock, 2001). Las rutas de sefializacion mas sencillas constan de una
unica proteina reguladora capaz de acoplar de forma directa una region sensora y otra
efectora. Estos sistemas son activadores o represores transcripcionales capaces de
regular la expresion génica mediante un dominio de unidon al ADN estimulado en
respuesta a una sefial percibida por el propio regulador (Ulrich et al., 2005).

En bacterias son frecuentes los sistemas de senalizaciéon basados en la
produccion de segundos mensajeros. Estos sistemas estan constituidos por enzimas de
tipo adenilato y guanilato ciclasa junto con fosfodiesterasas implicadas en el control de
la sintesis y degradacion de nucledtidos ciclicos, respectivamente (Baker y Kelly, 2004;
Jenal y Malone, 2006; Linder, 2006).

Un proceso habitualmente empleado en la transmision de sefiales es la
fosfotransferencia. Las proteinas de sefializacion propias de las rutas de transduccion
de senales son modulares, combinando motivos de diferente naturaleza en una misma
proteina, de forma que disponen de una amplia variedad de dominios sensores y
efectores, pero comparten motivos de fosfotransferencia conservados, lo que facilita la
interaccion entre diferentes rutas (Hellingwerf, 2005).

Las rutas de sefializacion mas comunes en procariotas son aquellas en las que
intervienen los sistemas reguladores de dos componentes (Parkinson y Kofoid, 1992;
Parkinson, 1993; Hoch y Silhavy, 1995). Estos sistemas constan de dos proteinas de
sefializaciébn conservadas, una histidina quinasa sensora que se autofosforila en
respuesta a un estimulo, y su correspondiente regulador de respuesta, relacionadas entre
si mediante fosfotransferencia (Hoch, 2000; Stock et al., 2000; Kim y Forst, 2001;
West y Stock, 2001). La fosforilacion del regulador de respuesta controla su actividad,
lo que se traduce en un cambio metabdlico en la célula. Los sistemas reguladores de
dos componentes representan una ruta relativamente simple y eficiente en la que sélo
dos pasos de fosforilaciéon de proteinas son suficientes para transmitir una sefial
(Cozzone et al., 2004).

Una version mas compleja de este proceso lo constituyen los fendémenos de

fosfotransferencia His-Asp-His-Asp que implican multiples etapas de transferencia de
fosfato y, a menudo, mas de dos proteinas (Perraud et al., 1999). Estos sistemas de
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sefalizaciéon son madas frecuentes en eucariotas, mientras que los sistemas de dos
componentes “clasicos” predominan entre los procariotas (West y Stock, 2001).

Por ultimo, en bacterias también existen quinasas homologas a las enzimas de
eucariotas implicadas en procesos de fosforilacion asociados a la transduccion de
sefales. Estas quinasas catalizan la fosforilacion de grupos hidroxilo de serina, treonina
y tirosina de sus proteinas sustrato, lo que conduce a la formacion de fosfomonoésteres
(Hanks y Hunter, 1995). Como la fosforilacion de proteinas es una modificacion
reversible, las fosfoproteinas pueden ser desfosforiladas especificamente por fosfatasas
que, en general, hidrolizan alquil fosfomonoésteres de fosfoserina y fosfotreonina o aril
fosfoésteres de fosfotirosina y, a veces, son capaces de desfosforilar ambos tipos de
residuos (Kennelly y Potts, 1999). De este modo, los procesos de
fosforilacién/desfosforilacion de proteinas constituyen un mecanismo importante de
regulacion de procesos moleculares en respuesta a estimulos intra y extracelulares
debido a tres de sus caracteristicas (Fischer y Krebs, 1989):

1) Su impacto funcional. La alta densidad de carga y la propension para formar
puentes salinos fuertes y puentes de hidrogeno, convierte a los grupos fosfato en
potentes agentes para alterar la estructura de proteinas (Johnson y Barford, 1993). En
consecuencia, la probabilidad de que un evento de fosforilacion altere las propiedades
funcionales de una proteina es relativamente alta (Kennelly, 2002). En eucariotas, los
residuos de serina, treonina o tirosina de aproximadamente un tercio de las proteinas
son objeto de fosforilacion (Pullen et al., 2004).

i1) La facilidad con que pueden producirse. La superficie de casi todas las
proteinas estd cubierta con numerosos aminoacidos aceptores de grupos fosfato. Las
cadenas laterales funcionales incluyen grupos hidroxilo de serina, treonina y tirosina, el
anillo imidazol de histidina y el carboxilato del 4cido aspartico. Los determinantes
necesarios para el reconocimiento de las quinasas responsables de la fosforilacion, en
muchos casos, consisten en breves secuencias consenso facilmente reconocibles
(Kennelly y Krebs, 1991). Por lo tanto, la transformacién de una proteina en
fosfoproteina puede ser conseguida mediante la alteracion de so6lo uno o dos residuos
(Kennelly, 2002).

iii) Su reversibilidad. A diferencia de los productos de muchas otras
modificaciones covalentes, las fosfoproteinas pueden volver facilmente a su estado
original mediante desfosforilacion mediada por fosfatasas. La capacidad de pasar de un
estado a otro, fisica y funcionalmente distinguible, permite que los sitios de
fosforilacion sirvan como elementos reguladores que posibilitan estrategias sofisticadas
para la integracion de sefiales (Kennelly, 2002).

A.VIIL.2. Sistemas reguladores de dos componentes

Los sistemas reguladores de dos componentes constituyen el mecanismo mas
extendido de transduccion de sefiales en bacterias (Hoch, 2000). Un sistema regulador
de dos componentes tipico consta de una histidina quinasa y un regulador de respuesta
entre las cuales se produce la transferencia de fosfato generando respuestas adaptativas.
Estas rutas se emplean para la regulacion de una amplia variedad de procesos celulares
como metabolismo, movilidad, quimiotaxias, transporte de nutrientes, adaptacion a
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agentes de estrés, virulencia, diferenciacion y desarrollo (Bekker et al., 2006), lo que
explica la extensa variedad de dominios sensores diferentes que aparecen en las
histidina quinasas.

Cuando la histidina quinasa detecta una sefial o un cambio medioambiental se
autofosforila en un residuo de histidina conservado (Fig. 2). A continuacion, transfiere
directamente el grupo fosfato a su regulador de respuesta afin que queda fosforilado en
un residuo de aspartico conservado (Fig. 2). La respuesta frente al estimulo inductor
esta determinada por el estado de fosforilacion del regulador de respuesta que controla
la actividad de esta proteina (Hoch, 2000; Stock et al., 2000; Kim y Forst, 2001; West y
Stock, 2001).

Histidina quinasa Regulador de respuesta

Estimulo Dominio sensor Dominio quinasa Dominio ~ Dominio
regulador efector

Figura 2. Esquema del funcionamiento de un sistema regulador de dos componentes.

El nimero de sistemas reguladores de dos componentes en los diferentes
microorganismos varia, siendo excepcionalmente abundantes en las mixobacterias,
como es el caso de M. xanthus que posee 133 histidina quinasas y 139 reguladores de
respuesta, asi como 36 quinasas hibridas (Shi ez al., 2008). Los genes que codifican
histidinas quinasa y reguladores de respuesta afines suelen encontrarse adyacentes en el
genoma (Mizuno, 1997; Fabret et al., 1999).

Los sistemas reguladores de dos componentes se agrupan en subfamilias en
funciéon de su organizacion génica, arquitectura de los dominios y relaciones
filogenéticas. En este sentido, las 4 grandes subfamilias de sistemas de dos
componentes presentes en M. xanthus son las de tipo CheAY, PhoBR, NtrBC y NarXL.

A.VIIL.2.1. Histidina quinasas

Las histidina quinasas constituyen una amplia familia de proteinas de
sefalizacion capaces de catalizar la fosforilacion de residuos de histidina a partir de
ATP. La mayoria de estas proteinas son homodiméricas y se encuentran unidas a la
membrana, diferencidndose en ellas un dominio sensor N-terminal periplasmico,
acoplado a un dominio quinasa C-terminal citoplasmatico, que contiene el residuo de
histidina fosforilable. Los dominios sensores son variables en secuencia, en
concordancia con la diversidad de estimulos medioambientales que deben ser
detectados (Mascher et al., 2006), mientras que los dominios quinasa estdn mas
conservados entre los miembros de esta familia de proteinas. Las histidina quinasas se
dividen en 11 subfamilias en base a la secuencia de la region que conforma el nucleo
catalitico de esta enzima (Wolanin et al., 2002; Khorchid e Ikura, 2006).
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El dominio quinasa consta de dos subdominios: de fosforilaciéon/dimerizacion y
catalitico. El subdominio de fosforilacion/dimerizacion contiene un motivo,
denominado caja H, donde se encuentra el residuo de histidina fosforilable. Ademas,
favorece los contactos proteicos necesarios para la dimerizaciéon de la proteina. El
subdominio catalitico, por su parte, contiene varias secuencias altamente conservadas
denominadas cajas N, G1, F y G2 (Parkinson y Kofoid, 1992; Swanson et al., 1994;
Stock et al., 1995; Zhu e Inouye, 2002), implicados en la uniéon de ATP y en la
fosfotransferencia hasta el residuo aceptor de histidina. La autofosforilacion de las
histidina quinasas tiene lugar en frans, de forma que una subunidad fosforila a la
subunidad opuesta en el complejo homodimérico (Wolanin et al., 2002; Khorchid e
Ikura, 2006).

A.VIIL.2.2. Reguladores de respuesta

Los reguladores de respuesta catalizan la transferencia del grupo fosfato desde la
histidina quinasa hasta un residuo de aspartico conservado presente en el propio
regulador. Normalmente, en estas proteinas se diferencia un dominio regulador en el
extremo N-terminal, donde se encuentra el residuo de aspartico aceptor, y un dominio
efector C-terminal, mucho mads variable, que es el encargado de mediar la respuesta al
estimulo recibido.

Los dominios reguladores interaccionan con las histidina quinasas fosforiladas,
catalizan la transferencia de un grupo fosfato a uno de sus propios residuos de aspartico,
catalizan la autodesfosforilacion y regulan las actividades de sus dominios efectores
asociados de una manera dependiente de fosfato (West y Stock, 2001).

La actividad del regulador de respuesta depende de la fosforilacion de la region
reguladora, ya que este proceso induce un cambio conformacional en la proteina capaz
de modificar la actividad de la region efectora. De esta forma, el dominio regulador
desfosforilado inhibe al dominio efector, mientras que la fosforilacion suprime esta
inhibicion, estimulando la actividad del regulador de respuesta (Galperin, 2006; Gao et
al., 2007).

Los reguladores de respuesta controlan las actividades celulares frente al
estimulo percibido. Para ello, en muchas ocasiones, actian como factores
transcripcionales controlando la expresion génica mediante dominios efectores de
unién al ADN de tipo HTH, que activan o reprimen la transcripcién de uno o varios
genes diana. En ocasiones, se han encontrado dominios efectores con actividad
enzimatica metilesterasa, ciclasa o fosfodiesterasa, mientras que en otros casos
presentan motivos de interaccion proteina-proteina, todos ellos capaces de regular las
funciones celulares sin alterar la expresion génica (Galperin, 2006; Gao et al., 2007).

A.VIIIL.2.3. Regulacion de los sistemas de dos componentes

El estado de fosforilacion de las proteinas que componen el sistema regulador de
dos componentes determina la intensidad de la sefial a través de esta ruta, de manera que
existen diferentes estrategias para regular estos sistemas. Ademds de las propias
histidina quinasas y los reguladores de respuesta, muchos sistemas presentan proteinas
reguladoras auxiliares. En ultima estancia, el objetivo directo o indirecto de todas las
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estrategias reguladoras es controlar el nivel de fosforilacion del regulador, que es el que
determina la respuesta.

Por una parte, la regulacion de los sistemas de dos componentes se puede llevar
a cabo regulando el grado de fosforilacion de la histidina quinasa o el proceso de
fosfotransferencia. En este sentido, las histidina quinasas modulan la tasa de
fosforilacion del regulador de respuesta controlando la disponibilidad de donador
fosforilado y mediante contactos proteina-proteina entre las quinasas y sus reguladores
afines, lo que incrementa la tasa de fosforilacion y determina la especificidad de la
fosforilacion del regulador. Muchas histidina quinasas, ademas de proporcionar grupos
fosfato a los reguladores de respuesta, también poseen actividad fosfatasa hacia sus
reguladores de respuesta afines regulada por estimulos externos, los cuales van a
determinar el estado quinasa o fosfatasa de estas proteinas (Igo et al., 1989; Makino et
al., 1989; Zhu et al., 2000). Ademas, también existen proteinas con actividad
fosfohistidina fosfatasa, como las proteinas de tipo SixA, que pueden desfosforilar el
residuo de histidina conservado fosforilado de las histidina quinasas (Matsubara y
Mizuno, 2000).

Por otro lado, el estado de fosforilacion del regulador de respuesta puede ser
regulado por el propio regulador a través de su actividad autofosfatasa (West y Stock,
2001) o mediante fosfatasa auxiliares que limitan la duracién de su estado activo,
causando un cambio conformacional en el regulador fosforilado que estimula su
actividad autofosfatasa (Stock et al., 1995).

A.VIIL3. Quinasas de tipo eucariota

Mientras que en procariotas predominan las rutas de transduccion de sefiales
basadas en histidina quinasas, como ocurre en los sistemas reguladores de dos
componentes, en eucariotas la sefializacion depende de cascadas de fosforilacion de
proteinas catalizadas por serina/treonina/tirosina quinasas. Histidina quinasas y Ser/Thr
y Tyr quinasas presentan especificidades de sustrato diferentes condicionadas por la
ausencia de similitud de secuencia entre ellas (Zhang, 1996). Durante mucho tiempo se
consideré que las quinasas que fosforilan residuos de serina, treonina o tirosina se
encontraban confinadas de forma exclusiva en organismos eucariotas, por lo que este
tipo de proteinas se denomind proteinas quinasas de tipo eucariota (ePKs).

Sin embargo, mediante estudios bioquimicos se identificaron proteinas
fosforiladas en serina, treonina y tirosina en bacterias y arqueas, lo que sugeria la
existencia de este tipo de quinasas en procariotas (Skorko, 1984; Cozzone, 1988).
Finalmente, se descubrio la presencia de una ePK en la bacteria M. xanthus,
confirmando asi la existencia de Ser/Thr quinasas en procariotas (Mufioz-Dorado ef al.,
1991). A partir de ese momento, se han descrito y caracterizado numerosas proteinas
quinasas de tipo eucariota en distintos microorganismos, tanto en bacterias como en
arqueas, que participan en rutas de sefializacién implicadas en el control de diversos
procesos celulares. Asi, se ha podido determinar que los procesos de
fosforilacion/desfosforilacion de proteinas se extienden entre los tres dominios de vida:
Eucarya, Bacteria y Archaea. Numerosas bacterias y arqueas contienen quinasas y
fosfatasas de tipo eucariota e histidina quinasas pertenecientes a los sistemas
reguladores de dos componentes (Cozzone, 1993; Kennelly y Potts, 1996; Zhang,
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1996; Leonard et al., 1998; Shi et al., 1998; Zhang et al., 1998a; Zhang et al., 1998b;
Pérez et al., 2008). Inversamente, homologos de histidina quinasas y reguladores de
respuesta bacterianos han sido identificados en varios eucariotas (Alex y Simon, 1994;
Harris et al., 1995; Loomis et al., 1997).

Las proteinas Ser/Thr y Tyr quinasas de tipo eucariota poseen un dominio
catalitico donde reside la capacidad de fosforilacion de la proteina (Hanks y Hunter,
1995). Esta region contiene 12 subdominios conservados, formados por secuencias
cortas muy constantes, que presentan varios residuos directamente implicados en la
actividad de la enzima (Taylor et al., 1993; Hanks y Hunter, 1995; Hanks, 2003). Entre
ellos destacan tres residuos esenciales para la funcionalidad de la quinasa: el residuo de
lisina del subdominio II de union al ATP (Iyer et al., 2005), el residuo de aspartico
catalitico del subdominio VIb, que cataliza la fosforilacion del sustrato (Kannan y
Neuwald, 2005) y, finalmente, otro residuo de aspartico en el subdominio VII que
coordina iones Mg”" esenciales para la reaccion (Taylor ez al., 1993).

El dominio catalitico de las quinasas de tipo eucariota presenta un plegamiento
bilobular con una region N-terminal pequefia, formada principalmente por ldminas B, y
una region C-terminal de mayor tamafio plegada, constituida fundamentalmente por
hélices a. Entre ambos 16bulos aparece una profunda cavidad donde se sita el centro
activo con el sitio de unidn al sustrato y al ATP, hacia donde se dirigen todos los
residuos necesarios para la actividad de la enzima. Frente al centro activo se localiza el
segmento de activacién, que contiene uno o varios residuos aceptores cuya
fosforilacion es clave para estimular la actividad de la quinasa (Young ef al., 2003).

Las rutas de sefializacion basadas en quinasas de tipo eucariota se activan
generalmente a partir de una quinasa receptora de membrana. Esta proteina detecta el
estimulo mediante la unién de un ligando especifico a través de la regidon sensora
extracelular, lo que a su vez estimula la actividad de la propia quinasa mediante
autofosforilacion. A partir del receptor se desencadena una cascada de quinasas
activadas de forma jerarquica mediante fosforilacion en serie dentro de la misma ruta.
Finalmente, la Gltima de estas quinasas fosforila a una proteina efectora, que en muchos
casos es un regulador transcripcional, capaz de generar una respuesta apropiada frente al
estimulo recibido (Hendrickson, 2006).

El control de las rutas en las que intervienen quinasas suele ser muy complejo,
dependiendo de uno o varios mecanismos reguladores especificos, entre los que se
encuentran la fosforilacion de la propia quinasa (Nolen et al., 2004), la interaccion con
proteinas activadoras e inhibidoras (Shi et al., 2006) e incluso, en ocasiones, la
respuesta frente a segundos mensajeros (Schenk y Snaar-Jagalska, 1999).

El nimero de quinasas de muchas bacterias es bastante considerable, de forma
que las rutas de sefalizacion basadas en este tipo de proteinas parecen tener una
relevancia notable para la transduccion de sefiales en estos microorganismos. Entre los
grupos bacterianos con un numero elevado de quinasas destacan mixobacterias,
actinobacterias, cianobacterias, chloroflexi, planctomicetos y acidobacterias. Todos
estos microorganismos presentan un genoma de tamafio considerable y comparten
comportamiento multicelular asociado a procesos de diferenciacion y comunicacion
intercelular, junto con metabolismo secundario muy activo (Pérez et al., 2008).
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A.VIIL3.1. Quinasas de tipo eucariota en M. xanthus

M. xanthus es la bacteria que posee un niimero mas elevado de quinasas
caracterizadas con un total de 11. Estas proteinas estdn implicadas en metabolismo,
desarrollo y movilidad de esta mixobacteria. A continuacion, se detallan las principales
caracteristicas de cada una de ellas:

A.VIIL3.1.1. Pknl

Pknl es la primera quinasa descrita en una bacteria (Mufioz-Dorado et al.,
1991). El gen que codifica esta proteina se expresa solo durante el ciclo de desarrollo,
alcanzando un maximo de expresion en el momento de diferenciacion de las
mixdsporas de M. xanthus. La delecioén del gen pknl origina un desarrollo prematuro
de la cepa mutante, con un descenso en la produccion de esporas, ejerciendo por tanto
un papel clave en la diferenciacion celular durante el desarrollo (Mufioz-Dorado et al.,
1991).

A.VIIL3.1.2. Pkn2

Se trata de una Ser/Thr quinasa de membrana dispuesta en la superficie celular
que actia como receptor. El gen pkn2 tan solo se expresa durante el crecimiento
vegetativo, alcanzado un méaximo al comienzo de la fase estacionaria. No obstante, los
mutantes de delecion para el gen pkn2 no muestran un fenotipo diferente durante el
crecimiento vegetativo, mientras que en el ciclo de desarrollo manifiestan una
agregacion prematura originando cuerpos fructificantes poco empaquetados que
producen un numero reducido de mixdporas que, no obstante, germinan al mismo nivel
que las mixosporas silvestres (Udo et al., 1995).

La expresion de esta proteina en E. coli ha permitido identificar dos sustratos
para esta quinasa, la B-lactamasa y la proteina HU (Udo et al., 1995; Udo et al., 2000).

A.VIIL3.1.3. Pkn4

Esta quinasa asociada a membrana participa en el control del metabolismo,
regulando la actividad de la enzima fosfofructoquinasa (PFK) (Nariya e Inouye, 2003).
PFK es una enzima glucolitica que cataliza la fosforilacion de fructosa 6-fosfato para
generar fructosa 1,6-bisfosfato (Evans et al., 1981). En M. xanthus Pkn4 activa la
enzima PFK mediante la fosforilaciéon de un residuo de treonina situado en el sitio
alostérico de la proteina (Nariya e Inouye, 2002).

Pkn4, junto con PFK, se encuentran implicadas en el metabolismo del
glucogeno, un polimero de glucosa empleado como reserva de energia y carbono.
Ambas proteinas son esenciales para el consumo del glucogeno de reserva durante el
desarrollo, puesto que una cepa mutante para pfk-pkn4 acumula mas glucogeno que la
cepa silvestre, pero es incapaz de consumirlo a medida que progresa el desarrollo
(Nariya e Inouye, 2003).
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A.VIIL3.1.4. PknS y Pkné6

Ambas Ser/Thr quinasas ejercen un efecto opuesto durante el ciclo de desarrollo
de M. xanthus. Los genes pkn5 y pkn6 se disponen en el genoma adyacentes con
orientacion divergente compartiendo una misma region promotora, lo que sugiere una
regulacion coordinada de la expresion de ambos. Estos genes se expresan a niveles
muy bajos durante el crecimiento vegetativo, incrementando de forma considerable su
expresion al comienzo del desarrollo. El fenotipo mostrado durante el desarrollo por
cada una de las cepas de delecion indica que Pkn5 y Pkn6 desempefian un papel
regulador opuesto en el control del ciclo de desarrollo de M. xanthus, de forma que
Pkn5 se encarga de reprimir el inicio del desarrollo, mientras que Pkn6 estimula la
progresion hacia el desarrollo en condiciones de inanicidon (Zhang et al., 1996a).

A.VIIL3.1.5. Pkn8 y Pkn14

Estas proteinas se encuentran relacionadas a nivel funcional en una misma ruta
de sefializacion celular, formando una cascada de quinasas que regula de forma
esencial el ciclo de vida de M. xanthus. Ambos componentes del sistema interactuan
mediante fosforilacion de forma que, en respuesta a una sefial adecuada, la quinasa
receptora Pkn8 fosforila en residuos de treonina a Pkn14 soluble. Pkn14 activada a su
vez fosforila dos residuos de treonina del extremo N-terminal del activador
transcripcional MrpC, un regulador positivo de frud (Nariya e Inouye, 2005; Nariya e
Inouye, 2006).

Durante el crecimiento vegetativo, la ruta de quinasas Pkn8-Pknl14 reprime la
expresion de los genes mrpC'y fruA, evitando el inicio del ciclo de desarrollo, una vez
que la fosforilacion de MrpC reduce notablemente su afinidad de unién al ADN
(Nariya e Inouye, 2006). Durante el ciclo de desarrollo el regulador MrpC es procesado
mediante proteolisis dando lugar a la forma MrpC2. La acumulacion de MrpC2 durante
el desarrollo incrementa la expresion de los genes mrpC y frud, promoviendo la
progresion del ciclo de desarrollo, una vez que la ruta de quinasas Pkn8-Pknl4 es
incapaz de fosforilar a MrpC2, ya que carece de sitios de fosforilacion (Nariya e
Inouye, 2006).

A.VIIL.3.1.6. Pkn9

El gen que codifica esta quinasa de membrana se expresa de forma moderada
durante la fase de crecimiento exponencial, pero sus niveles de expresion se
incrementan de forma apreciable durante la fase estacionaria y al comienzo del
desarrollo. La deleciéon de este gen produce un acusado retraso en el proceso de
fructificacion, reduccion en la produccion de esporas e, igualmente, una reduccién en la
expresion de los genes codificantes de las proteinas de membrana KREP9-(1-4)
(Hanlon et al., 1997).

A.VIIL3.1.7. MasK
Esta tirosina quinasa de membrana controla la movilidad de M. xanthus a través
de la interaccion con el modulador MglA (Thomasson et al., 2002). MglA es necesaria

para coordinar la movilidad social y aventurera, interviniendo en la reversion del
sentido de movimiento en ambos sistemas (Hartzell y Kaiser, 1991a; Hartzell y Kaiser,
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1991Db). La actividad catalitica de MasK se estimula en respuesta a algun tipo de sefal,
a la vez que contacta con el regulador MglA en funcion de su estado de fosforilacion,
para regular la movilidad de M. xanthus (Thomasson et al., 2002).

A.VIIL3.1.8. PknD1 y PknD2

Las Ser/Thr quinasas PknD1 y PknD2 estan relacionadas funcionalmente con
las proteinas EspAB, implicadas en la regulacion de la progresion de los distintos
eventos del desarrollo (Cho y Zusman, 1999b). En el genoma, los genes que codifican
estas quinasas flanquean a espAB y, ademas, tanto PknD1 como PknD2 son capaces de
interaccionar con la histidina quinasa sensora EspA durante el desarrollo (Stein et al.,
2006). Finalmente, los mutantes sencillos para pknDI y pknD2 presentan alteraciones
considerables durante la fructificacion y la esporulacion, exhibiendo un fenotipo
similar al mutante para espB (Cho y Zusman, 1999b; Stein et al., 2006).

A.VIIl.4. Fosfatasas de tipo eucariota

Las fosfatasas de tipo eucariota ejercen un papel inverso al de las proteinas
quinasa de tipo eucariota en la transduccion de sefiales. Estas proteinas catalizan la
desfosforilacion de sustratos proteicos mediante la eliminacion del grupo fosfato
incorporado a residuos de serina, treonina o tirosina, previamente fosforilados por una
quinasa, o bien pueden actuar desfosforilando a la propia quinasa (Shi et al., 1998).

A.VII1.4.1. Descubrimiento, distribucion y origen de las fosfatasas

El primer indicio de la existencia de proteinas fosfatasas similares a las de
eucariotas en otros organismos fue proporcionado por el descubrimiento de las Ser/Thr
fosfatasas codificadas por los bacteriofagos A y ®80 (Cohen et al., 1988; Cohen y
Cohen, 1989). Poco después, se descubrio la tirosina fosfatasa YopH codificada por el
plasmido de virulencia presente en las cepas patogenas de Yersinia (Guan y Dixon,
1990).

Las siguientes investigaciones ampliaron el niimero de organismos procariotas
en los que se identificaron fosfatasas de tipo eucariota. De esta manera, se determiné la
presencia de la fosfatasa IphP en Nostoc commune UTEX584 (Potts et al., 1993) vy,
posteriormente, de las fosfatasas SpollE de Bacillus subtilis (Duncan et al., 1995) y
PtpA de Streptomyces coelicolor A3(2) (Liy Strohl, 1996). Con el descubrimiento de la
fosfatasa PP1-archl en Sulfolobus sulfataricus se puso de manifiesto la presencia de
proteinas fosfatasas en arqueas (Leng et al., 1995).

La publicacién de la secuencia completa del genoma de la bacteria Haemophilus
influenzae en 1995 marc6 el comienzo de lo que se ha convertido en una avalancha
virtual de informacidn de secuencias. A medida que se secuenciaban nuevos genomas se
comenzd a rastrear la distribucion de ORFs que codifican proteinas quinasas y
fosfatasas en todo el espectro filogenético (Shi ef al., 1998; Leonard et al., 1998;
Ponting et al., 1999). No obstante, no todos los procariotas poseen proteinas fosfatasas.
Por ejemplo, la arquea Thermoplasma acidophilum y las bacterias Buchnera sp. y
Rickettsia prowazekii, carecen de ORFs que codifiquen fosfatasas de algin tipo
(Kennelly, 2002).
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En procariotas no existe correlacion entre el nimero de fosfatasas y quinasas
presentes en un organismo. Ejemplos de ello son Caulobacter crescentus y Xylella
fastidiosa que no poseen ORFs que codifiquen quinasas, pero si multiples ORFs para
fosfatasas homologas a las eucariotas (Kennelly, 2002).

Mientras que practicamente todos los organismos eucariotas estudiados hasta el
momento cuentan con fosfatasas pertenecientes a tres superfamilias, denominadas PPP,
PPM y PTP (ver A.VIIL.4.2.), para prestar servicio a su gran y diversa poblacion de
fosfoproteinas, la mayoria de los procariotas s6lo contienen un nimero reducido de
estas proteinas, a veces tan solo una o dos fosfatasas (Shi et al., 1998). El andlisis de los
genomas secuenciados sugiere que la distribucion de fosfatasas entre los procariotas ha
ocurrido al azar, ya que no hay un solo tipo de proteina fosfatasa comtn a todos los
procariotas, ni en bacterias ni en arqueas. Por el contrario, parece que los prototipos han
sido tratados como unidades relativamente intercambiables que pueden adaptarse para
satisfacer las necesidades de cada organismo (Kennelly y Potts, 1999).

La distribucion en mosaico de las fosfatasas pertenecientes a las 3 superfamilias
PPP, PPM y PTP, puesta de manifiesto por analisis filogenéticos, indica que las redes de
fosforilacion de proteinas de los procariotas contemporaneos han sido moldeadas por la
interaccion de multiples fuerzas, que incluyen: i) herencia a partir de un antecesor
comun (un proceso amplificado por duplicacion génica), ii) reduccidon evolutiva a través
de la eliminacion de genes vy, iii) proliferacion mediante transferencia horizontal de
genes (Kennelly, 2002).

Las fosfatasas pertenecientes a la superfamilia PPM parecen ser de antigiiedad
intermedia. La escasez de este tipo de fosfatasas en arqueas sugiere que el progenitor de
esta superfamilia se originé después de la aparicion del dominio Archaea. Andlisis
filogenéticos sugieren que las fosfatasas pertenecientes a la superfamilia PPM surgieron
en los primeros eucariotas y, posteriormente, fueron exportadas a las bacterias a través
de transferencia horizontal de genes (Ponting et al., 1999). Presumiblemente, la nica
fosfatasa de tipo PPM encontrada hasta el momento en arqueas fue adquirida a partir de
una bacteria mediante transferencia horizontal de genes.

Los analisis de fosfatasas pertenecientes a la superfamilia PPP indican que
surgieron con anterioridad a la divergencia de los tres dominios filogenéticos y, por
tanto, son las fosfatasas mas antiguas (Shi ef al., 1999b). El alto grado de identidad de
secuencia compartida entre los miembros de la superfamilia PPP de arqueas y eucariotas
indica que el inmediato antecesor de estas proteinas se habia convertido en una Ser/Thr
fosfatasa especializada antes de la divergencia de los dos dominios (Leng et al., 1995).

A.VIIL.4.2. Caracteristicas generales de las fosfatasas de procariotas

Las proteinas fosfatasas de eucariotas pertenecen a tres superfamilias,
denominadas PPP (fosfoproteina fosfatasa), PPM (proteina fosfatasa dependiente de
Mg** o Mn*") y PTP (proteina tirosina fosfatasa), que se diferencian en secuencia,
sensibilidad frente a inhibidores, requerimientos metéalicos y homologia genética, entre
otros aspectos (Cohen, 1989; Barford et al., 1998; Jackson y Denu, 2001). Las
superfamilias PPP y PPM incluyen Ser/Thr fosfatasas (Das et al., 1998; Jackson y
Denu, 2001), ya que hidrolizan especificamente fosfoésteres de serina/treonina. Por su
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parte, la superfamilia PTP alberga tirosina fosfatasas. En esta superfamilia se
diferencian tres familias de fosfatasas: LMMPTP (tirosina fosfatasa de bajo peso
molecular), CPTP (tirosina fosfatasa convencional), dentro de las cuales se incluyen
fosfatasas especificas de tirosina y con especificidad dual, y Cdc25 (Barford, 1996;
Denu et al., 1996b; Fauman et al., 1996; Barford et al., 1998). Los procariotas carecen
de la familia Cdc25, un conjunto de proteinas altamente especializadas dedicadas al
control del ciclo celular en eucariotas (Nilsson y Hoffmann, 2000). Por otro lado, en
procariotas se ha descrito una nueva superfamilia de tirosina fosfatasa, denominada PHP
(polimerasa e histidinol fosfatasa) cuyos miembros se han identificado principalmente
en bacterias Gram positivas (Morona et al., 2002).

Todas las fosfatasas de procariotas pertenecientes a la superfamilia PPP
requieren la adicion de metales exdgenos para su actividad, sobre todo Mn®" (Missiakas
y Raina, 1997), salvo la fosfatasa SynPPP1 de Symechocystis sp PCC6803 que se
comporta como sus homoélogos eucariotas (Renhui et al., 2005). Las fosfatasas de tipo
PPP eucariotas también son metaloenzimas (Chu et al., 1996), pero unen los iones
metalicos con la suficiente tenacidad como para que no sea necesaria su adicion. Por
otro lado, todos los miembros procariotas y eucariotas de la superfamilia PPM
requieren la adicion de metales divalentes, por lo general Mg®*‘o Mn®", para su
actividad (Shi et al., 1998). Por el contrario, las tirosina fosfatasas eucariotas y
procariotas no requieren iones metalicos para su actividad, salvo las tirosina fosfatasas
de la superfamilia PHP que son dependientes de Mn®" (Morona et al., 2002).

Los miembros eucariotas de las superfamilias PPP y PPM se consideran, casi
exclusivamente, especificos de residuos fosforilados en serina y treonina (Shenolikar,
1994), los de la familia LMMPTP son especificos de tirosina (Ramponi y Stefani,
1997), mientras que solo la familia CPTP incluye algunas enzimas con especificidad
dual (Guan et al., 1991; Millar y Russell, 1992; Dunphy, 1994; Taylor et al., 1997). Por
tanto, estas enzimas fosfatasas de eucariotas se caracterizan por una gran especificidad
de sustrato. Por el contrario, la capacidad catalitica de las fosfatasas de procariotas
caracterizadas indica una frecuencia mucho mayor de especificidad dual y, tal vez,
incluso multifuncional. Esta caracteristica estd mas extendida entre las fosfatasas
pertenecientes a la superfamilia PPP, ya que casi todas las fosfatasas pertenecientes a
esta superfamilia descritas en procariotas exhiben actividad hacia residuos de
fosfotirosina y fosfohistidina, ademas de su actividad Ser/Thr fosfatasa caracteristica
(Zhuo et al., 1993; Shi et al., 1999b).

La menor especificidad por el sustrato de las fosfatasas de procariotas, unido a
que un soélo tipo de actividad fosfatasa puede resultar suficiente para contrarrestar el
limitado espectro de actividades de fosfotransferencia presentes en estos organismos,
pueden ser las razones por las que el nimero de quinasas presentes en procariotas suele
ser superior al de fosfatasas (Kennelly, 2002).

A.VIIL.4.3. Superfamilia PPP
A.VIIL.4.3.1. Estructura
La superfamilia PPP de proteinas fosfatasas representa cuantitativamente la

fuente mas importante de actividad Ser/Thr fosfatasa en eucariotas superiores (Cohen,
1991; Olsen et al., 2006). Los miembros de esta superfamilia presentan un dominio
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catalitico de, aproximadamente 35 kDa, que cubre una regién de unos 220 aminoacidos
y se caracteriza por la presencia y espaciamiento de los motivos conservados
GDXHG(X)25_30GDXXDRG(X)25_30GNHE/D (Barton et al., 1994, Zhuo et al., 1994)
En algunas fosfatasas de eucariotas este dominio esta contenido en una subunidad
catalitica cuya localizacion y actividad estd modulada por la unién de subunidades de
orientacion y regulacion importantes para las funciones bioldgicas de estas proteinas
(Hubbard y Cohen, 1993; Mumby y Walter, 1993; Shenolikar, 1994). Ademas de en
Ser/Thr fosfatasas de la superfamilia PPP, este dominio catalitico también aparece en
nucleotidasas, esfingomielina fosfodiesterasas, 2'-3" AMPc fosfodiesterasas y nucleasas
(Aravind y Koonin, 1998), lo que dificulta su identificacion mediante técnicas
bioinformaticas.

Los miembros procariotas de la superfamilia PPP pueden ser expresados como
monomeros activos de aproximadamente 25-35 kDa, semejantes a la subunidad
catalitica de las fosfatasas de eucariotas, pero a diferencia de ellas, no existen pruebas
de la existencia de subunidades reguladoras o de orientacion (Leng ef al., 1995; Shi et
al., 1998). Ademas, entre las fosfatasas de tipo PPP de procariotas se pueden encontrar
sustituciones conservadas y no conservadas en la secuencia de los tres motivos
caracteristicos de esta superfamilia que pueden afectar seriamente a su actividad
catalitica (Shi et al., 1998).

Figura 3. Estructura de la fosfatasa
PP1 de conejo y APP del fago A
pertenecientes a la superfamilia PPP.
Los elementos coloreados en gris no
estan presentes en APP (Voegtli ef al.,
2000).

El dominio catalitico plegado de las fosfatasas PPP de eucariotas consiste en un
sandwich central formado por 2 ldminas, constituidas por 5 y 6 hojas B cada una,
rodeado por un lado de 7 hélices a y por el otro de un subdominio que comprende 3
hélices a y 3 hojas B (Fig. 3). La zona de contacto de las tres hojas B en la parte superior
del sandwich crea un canal poco profundo que constituye el sitio catalitico. Los
aminoacidos presentes en los bucles que parten de este sandwich se encargan de
coordinar un par de iones metalicos formando un centro metalico dinuclear (Barford et
al., 1998). Los iones metalicos que une el centro activo pueden ser Fe*" o Fe', Mn®" o
Zn*" (King y Huang, 1984; Egloff et al., 1995; Yu et al., 1995).

La estructura general de la unica fosfatasa no perteneciente a eucariotas cuya
estructura se ha determinado hasta el momento corresponde a la fosfatasa APP del fago
L. El plegamiento de APP se conserva en sus equivalentes eucariotas. Sin embargo, APP
carece de los 50 residuos N-terminales de las fosfatasas de eucariotas, asi como del
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subdominio adicional formado por 3 hojas B y 3 hélices a (Egloff et al., 1995; Goldberg
et al., 1995). Ademas, también carece de una de las 5 hojas B que conforman una de las
laminas del sandwich P central de las proteinas PPP de eucariotas (Fig. 3) (Voegtli et
al., 2000). Al igual que las fosfatasas PPP de eucariotas, la fosfatasa APP une en su
centro activo dos iones metalicos necesarios para su actividad (Rusnak et al., 1996;
Voegtli et al., 2000).

A.VII1.4.3.2. Mecanismo catalitico y regulacion de la actividad fosfatasa

La mayoria de los residuos conservados que forman parte de los tres motivos
caracteristicos de la superfamilia PPP estan implicados en la uniéon de metales y/o en la
actividad fosfatasa (Zhuo et al., 1994; Shi, 2004).

En estas fosfatasas el grupo fosfato del sustrato se une directamente a los iones
metalicos a través del oxigeno de los residuos fosforilados y la desfosforilacion ocurre
en un Unico paso (Jackson y Denu, 2001). Durante la reaccion, una molécula de agua
activada por metal actua como nucledfilo para atacar al atomo de fosforo. La funcion de
los iones metdlicos en la catélisis es, por un lado, actuar como acido Lewis para
aumentar la nucleofilicidad de la molécula de agua activada por metal y, por otra parte,
intensificar la electrofilicidad del 4&tomo de fosforo. La cadena lateral del residuo de
histidina conservado del motivo III colabora en la reaccion mediante la donaciéon de un
protén al oxigeno del grupo fosfato unido a los residuos de serina/treonina fosforilados
(Barford, 1996; Barford et al., 1998; Shi, 2004).

Los residuos de arginina conservados estan relacionados con la estabilizacion
del sustrato en el sitio activo (Zhuo et al., 1994; Egloff et al., 1995; Goldberg et al.,
1995; Griffith et al., 1995; Kissinger et al., 1995; Zhang et al., 1996b; Huang et al.,
1997; Mondragon et al., 1997), asi como en el reconocimiento y posicionamiento del
mismo para la hidrélisis (Voegtli ef al., 2000; Jackson y Denu, 2001).

No se conocen con exactitud los mecanismos de regulacion de la actividad
fosfatasa de estas proteinas, habiéndose propuesto la oxidacidon del centro metélico
dinuclear, como consecuencia de cambios en el potencial redox durante estrés
oxidativo, como uno de ellos (Wang et al., 1996).

La inhibicion de las fosfatasas PPP de eucariotas por microcistina LR y otros
inhibidores tales como el acido ocadaico, caliculina A, tautomiocina y motuporina
(Kissinger et al., 1995; Zhang et al., 1996b), ocurre por la interaccion de los inhibidores
con un bucle determinado de la fosfatasa (Barford et al., 1998) que bloquea la unién
directa de los sustratos (Bagu et al., 1995). Diferencias en la estructura de dicho bucle
son responsables de la resistencia a esos inhibidores por parte de algunas fosfatasas de
tipo PPP de procariotas (Zhuo et al., 1993).

A.VII1.4.3.3. Dominios adicionales

La wvariedad y especificidad de sustrato de las fosfatasas eucariotas
pertenecientes a esta superfamilia se logra principalmente a través de la asociacion con
subunidades de regulacion y orientacion que controlan, temporal y espacialmente, la
actividad catalitica, en lugar de a través de la discriminacion en el sitio activo (Hubbard
y Cohen, 1993; Gallego y Virshup, 2005). En algunos casos, los dominios auxiliares se

37



Introduccion

fusionan directamente al dominio fosfatasa. De esta manera, algunas fosfatasas
contienen tres dominios de repeticiones de tetratricopéptidos (Chen et al., 1994),
fusionados al extremo N-terminal del dominio fosfatasa e implicados en la interaccion
proteina-proteina y en la regulacion de la actividad fosfatasa de la proteina (Chen y
Cohen, 1997). También aparecen dominios FHA (Tabla 3) dentro de la cadena
polipeptidica de estas fosfatasas que estan implicados en el reconocimiento de residuos
de fosfotreonina (Hofmann y Bucher, 1995; Durocher et al., 2000; Pallen et al., 2002).
Sin embargo, en la mayoria de las ocasiones los dominios auxiliares se incorporan en
forma de subunidades disociables. Este es el caso de algunas fosfatasas de eucariotas
que poseen una gran variedad de subunidades auxiliares que les permiten adoptar gran
cantidad de isoformas cataliticas conservadas (Kennelly, 2001).

No esta claro si las fosfatasas de procariotas miembros de esta superfamilia
poseen subunidades reguladoras funcionalmente similares a las de eucariotas (Shi,
2004). De este modo, las fosfatasas de procariotas podrian reconocer sus sustratos y
ejercer su funcion a través de dominios auxiliares presentes en la misma cadena
polipeptidica, pero la mayoria de estas proteinas poseen solo el dominio fosfatasa
(Bhaduri y Sowdhamini, 2005).

Tabla 3. Nombre, definicion y Pfam de los dominos presentes en diferentes fosfatasas
multidominio de organismos procariotas y eucariotas.

Dominio Definicion PFAM
ARM Repeticiones de tipo armadillo/B-catenina PF00514
FHA Dominio de union a fosfotreonina PF00498
GPA Dominio de anclaje a bacterias Gram positivas PF00746
HAMP Dominio comun a his.tidina quinasas, adenilato ciclasas, proteinas PF00672

que unen grupos metilos y fosfatasas
HTH Hélice-giro-hélice PF01381
LacAB Subunidades A/B de galactosa isomerasa PF02502
LysM Motivo de lisina PF01476
NMD3 Dominio de descomposicion de ARNm sin sentido PF04981
5" nucleotidasa | Dominio C-terminal 5 nucleotidasa PF02872
PAP2 Fosfatasa tipo 2 de acido fosfatidico PF01569
PAS Dominio comun a proteinas del periodo circadiano PF00989
RTX Dominio N-terminal de toxinas bacterianas RTX PF02382
SBTrans Transportador simporter sodio/acido biliar PF01758
SH2 Dominio 2 homélogo a Src PF00017
SH3 Dominio 3 homélogo a Src PF00018
SNasa Nucleasa homologa a la estafilococal PF00565
TRAM ARNTt metil transferasa asociada a membrana PF01938

Entre los dominios presentes en las proteinas fosfatasas de tipo PPP de
procariotas, en conjuncion con el dominio fosfatasa caracteristico PPP, aparecen
dominios con afinidad hacia acidos nucleicos como los dominios 5 'nucleotidasa, SNasa,
TRAM, LysM y GPA (Tabla 3), haciendo que la proteina pueda reconocer sustratos no
proteicos y desfosforilarlos (Bhaduri y Sowdhamini, 2005). Las fosfatasas de tipo PPP
también presentan dominios que les sirven de guia dentro de las rutas de sefializacion en
las que intervienen. Este es el caso de los dominios ARM y SH3 (Tabla 3). Este ultimo
se une selectivamente a regiones ricas en prolina y s6lo coexiste en fosfatasas de
procariotas (Bhaduri y Sowdhamini, 2005).
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Las fosfatasas de la superfamilia PPP también aparecen asociadas a dominios
que contribuyen a su estimulacion como son los dominios laminina G, de manera que la
reaccion de desfosforilacion se inicia por estimulos externos. Asi mismo, la funcioén de
los dominios fosfatasa de tipo PPP puede ser estimulada por dominios RTX (Tabla 3),
que aparecen en toxinas citoliticas y son importantes factores de virulencia. También
existen casos en los que el dominio fosfatasa se encuentra asociado a dominios quinasa
o a varios dominios fosfatasa de la misma o diferente superfamilia (Bhaduri y
Sowdhamini, 2005).

A.VII1.4.4. Superfamilia PPM

A.VII1.4.4.1. Estructura

Esta superfamilia de proteinas fosfatasa incluye a las familias PP2C y SpollE
(Bork et al., 1996; Das et al., 1998).

A diferencia de los miembros eucariotas de la superfamilia PPP, las fosfatasas de
tipo PPM no se han identificado en asociacion con subunidades reguladoras o de
orientacion (Jackson y Denu, 2001).

El dominio catalitico de estas proteinas abarca una region de aproximadamente
290 residuos (Das et al., 1998) en la que se diferencian 11 motivos (Bork et al., 1996),
que contienen 8 residuos absolutamente conservados (Fig. 4). Estos aminoéacidos son los
residuos de aspartico de los motivos 1 y 2, treonina del motivo 4, glicina de los motivos
5y 6, aspartico y glicina del motivo 8 y aspartico del motivo 11 (Shi ef al., 1998). La
mayoria de estos residuos se encuentran representados en el logo perteneciente a esta
superfamilia de fosfatasas (Fig. 4).

Motivo 1 Motivo 2 Motivo 3 Motivo 4 Motivo 5 Motivo 6
6-20 33-39 40-54 60-67 78-91 101-112

v BRASSS Ealewl. = =oet ol GE. Wil Eszlasiy a3 . Sl =S
Motivo 7 Motivo 8 Motivo 9 Motivo 10 Motivo 11
113-126 128-139 145-158 174-181 192-203
I
. S
y Y
5NN neeQy [k E_ﬁ | =El Bkl o 2B Mg b

Figura 4. Distribucion de los motivos conservados de las fosfatasas PPM (PP2C: Pfam PF00481 y
SpollE: Pfam07228). Los motivos se han representado como HMM Logos utilizando fosfatasas
descritas en procariotas (Schuster-Boeckler et al., 2004). No se muestran los submotivos 5a y Sb
ausentes en la mayoria de las fosfatasas de eucariotas.
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Las principales variaciones en la secuencia establecida para los miembros
procariotas de esta superfamilia se refieren a la ausencia de los submotivos 5a 'y 5b en la
mayoria de los casos y a sustituciones conservadas funcionalmente, aunque también se
han encontrado fosfatasas de procariotas con sustituciones no conservadas y, en casos
mas extremos la ausencia de parte del motivo 6, incluyendo el residuo invariable de
glicina, y de todo el motivo 7 (Shi et al., 1998).

A pesar de que las fosfatasas pertenecientes a la superfamilia PPM no comparten
similitud de secuencia con los miembros de la superfamilia PPP, la estructura de ambas
es sorprendentemente similar (Das ef al., 1998) (Fig.4). Pero las fosfatasas de tipo PPM
requieren la adicion de iones Mn®" o0 Mg”" para su actividad, que unen al centro activo
antes de que se produzca la unidén del sustrato fosforilado, constituyendo un centro
metalico dinuclear (Egloff et al., 1995; Goldberg et al., 1995; Griffith et al., 1995;
Kissinger et al., 1995; Fjeld y Denu, 1999).

El nucleo de la estructura secundaria y su topologia se conserva en los dominios
cataliticos de las fosfatasas procariotas pertenecientes a esta superfamilia, pero en
algunas de las proteinas procariotas cristalizadas se han observado importantes
diferencias en el tamafio e incluso, en ocasiones, la ausencia de alguno de los elementos
estructurales (Fig. 5) (Das et al., 1998; Pullen et al., 2004). El centro metalico dinuclear
del sitio activo también se conserva, pero a diferencia de las fosfatasas de eucariotas, las
bacterianas contienen un tercer ion metalico en el centro activo (Fig. 5) (Pullen et al.,
2004). Los tres iones metalicos pueden ser Mg®" o Mn*', asi como Ca’" (Rantanen et
al., 2007).

f3-sandwich

A.VIIL.4.4.2. Mecanismo catalitico y regulacion de la actividad fosfatasa

La similitud estructural entre los dominios cataliticos de las fosfatasas
pertenecientes a las superfamilias PPM y PPP determina que posean un mecanismo
catalitico similar (Barford, 1996; Barford et al., 1998).

Las fosfatasas de tipo PPM, de forma general, unen el sustrato indirectamente a
través de la interaccion, mediante puentes de hidrégeno, entre el grupo fosfato y las
moléculas de agua unidas a los iones metéalicos. Una vez unidos los iones metalicos y el
sustrato, estas enzimas eliminan el grupo fosfato del sustrato mediante una reaccioén
similar a la llevada a cabo por las fosfatasas pertenecientes a la superfamilia PPP (Das
et al., 1998; Jackson y Denu, 2001; Jackson et al., 2003).
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La actividad enzimatica de las fosfatasas pertenecientes a la superfamilia PPM
de eucariotas puede estar regulada por fosforilacion (Jackson y Denu, 2001) y mediante
potencial redox. Este ultimo sistema de regulacion es mas eficaz y especifico que el
primero, siendo la identidad de los iones presentes en el centro metdlico dinuclear clave
para llevar a cabo este proceso (Pato y Kerc, 1991). En procariotas, la union del tercer
metal en el sitio activo colabora en la regulacion de la actividad enzimdtica de las
fosfatasas de tipo PPM (Pullen et al., 2004).

A.VII1.4.4.3. Dominios adicionales

Algunas de las fosfatasas de eucariotas y procariotas pertenecientes a esta
superfamilia poseen dominios adicionales en la misma cadena polipeptidica. Este es el
caso de las proteinas Kapp y ABI1 de Arabidopsis. La primera posee una region N-
terminal transmembrana, un dominio de interaccién con quinasas y un dominio C-
terminal con actividad fosfatasa, mientras que ABI1 posee un dominio de unién a Ca*"
cerca de su extremo N-terminal, junto con el dominio fosfatasa (Shi, 2004).

En muchos microorganismos el dominio catalitico de las fosfatasas de tipo PPM
se encuentra formando parte de polipéptidos quimera que incluyen otros dominios
implicados en la transduccion de seiales (Zhuo et al., 1993). Entre ellos destacan los
dominios adenilato ciclasa, quinasa, SciT (implicado en la interaccion de proteinas),
HAMP, HTH y NMD3 (que regulan el estado de fosforilaciéon de factores de
transcripcion), asi como dominios PAS (implicados en la detecciéon de cambios en el
potencial redox intracelular) (Tabla 3) (Shi, 2004; Bhaduri y Sowdhamini, 2005).

A.VIIL4.5. Superfamilia PTP
A.VIIL.4.5.1 Estructura

Las tres familias de tirosina fosfatasas de eucariotas comparten un motivo en el
sitio activo caracterizado por la secuencia C(X)sR. Las familias CPTP y LMMPTP
comparten, ademds, un residuo de aspartico conservado implicado en la catalisis
(Taddei et al., 1994; Denu y Dixon, 1995; Jackson y Denu, 2001). Por su parte, la
familia Cdc25 se distingue por la presencia de residuos glicina-prolina a continuacion
del residuo de arginina conservado del motivo (Strausfeld ez al., 1991; Kennelly y Potts,
1999).

En procariotas Unicamente se han identificado tirosina fosfatasas pertenecientes
a las familias CPTP y LMMPTP que comparten la presencia del motivo conservado
C(X)sR en el sitio activo (Kennelly y Potts, 1999). Sin embargo, ambas familias
difieren en puntos importantes tales como (Shi et al., 1998): 1) la secuencia consenso del
sitio activo, ii) el nimero de aminoacidos entre el residuo de aspartico y el motivo del
sitio activo, iii) la localizacion relativa del motivo del sitio activo respecto al residuo de
aspartico conservado, como se refleja en la secuencia de las proteinas de la familia
CPTP D441 HCXXGXXR(S/T) donde el motivo C(X)sR se encuentra en el centro del
dominio catalitico, mientras que en las fosfatasas de tipo LMMPTP se trata de la
secuencia LFVCLGNICRSP79.104DIEDPY donde el mismo motivo se localiza muy
cerca del extremo N-terminal del dominio catalitico, y iv) el tamafio del dominio
catalitico, siendo de alrededor de 250 aminoacidos en los miembros de la familia CPTP,
mientras que el de los representantes de la familia LMMPTP es significativamente mas
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pequeio, estando constituido por 140 aminoacidos o menos (Shi et al., 1998; Cozzone
et al.,2004).

La secuencia global y la estructura de las tirosina fosfatasas varia mucho de una
familia a otra. A pesar de ello, las fosfatasas pertenecientes a la superfamilia PTP
comparten un dominio catalitico central formado por 4 hojas B paralelas rodeadas por
hélices a, en el caso concreto de la proteina Wzb de E. coli, 3 por un lado y 2 por el lado
opuesto (Fig. 6). En esta estructura se distinguen tres bucles esenciales: el bucle P que
alberga la cisteina catalitica del motivo conservado del sitio activo, el bucle WPD que
contiene residuos importantes para la catélisis, asi como el residuo de aspartico
conservado, y el bucle Q implicado en el reconocimiento de fosfotirosina (Barford et al.
1998; Jackson y Denu, 2001; Lescop ef al., 2006; Grundner et al., 2007).

Las fosfatasas pertenecientes a la familia CPTP con especificidad dual
comparten la misma estructura general, pero tienen solo una de las hojas B antiparalelas
flanqueantes. Las hojas B ausentes son reemplazadas por una o dos hélices a cortas.
También carecen del bucle Q de reconocimiento de fosfotirosina, lo que determina que
la hendidura del sitio catalitico de estas enzimas sea mucho menos profunda que el de
las fosfatasas especificas de tirosina y esté abierta, permitiendo la hidrdlisis de residuos
mas cortos como fosfoserina y fosfotreonina (Jia ef al., 1995; Yuvaniyama et al., 1996;
Barford et al., 1998).

Por otro lado, las fosfatasas de tipo LMMPTP de eucariotas, por su parte,
reconocen el sustrato por medio de dos residuos aromaticos conservados que
interaccionan con el anillo aromético de la fosfotirosina (Zhang et al., 1998c; Wang et
al., 2000). Sin embargo, uno de estos residuos aromaticos no esta presente en algunas
fosfatasas de procariotas, las cuales reconocen cadenas laterales hidrofobicas y un grupo
carbonilo del esqueleto de sus sustratos, en lugar de los anillos aromaticos de los
mismos (Lescop et al., 2006). Ademas, su centro catalitico s6lo es accesible para
residuos de larga cadena lateral, como son los residuos de fosfotirosina. Ello explica por
qué las proteinas de tipo LMMPTP no son capaces de desfosforilar residuos de
fosfoserina y fosfotreonina (Vincent et al., 1999). Por otro lado, las secuencias
reconocidas por las fosfatasas pertenecientes a la familia LMMPTP en eucariotas suelen
contener un unico residuo de tirosina flanqueado por aminoacidos cargados (Lescop et
al., 2006), mientras que las dianas de las proteinas de tipo LMMPTP de procariotas
incluyen extremos C-terminal ricos en tirosina que contienen menos aminoacidos
cargados y son mas hidrofébicos (Vicent et al., 2000; Grangeasse et al., 2003).

Figura 6. Estructura de Wzb de E. coli
perteneciente a la familia LMMPTP de tirosina
fosfatasas (Lescop et al.. 2006).
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A.VIIL4.5.2. Mecanismo catalitico y regulacion de la actividad fosfatasa

En la reaccion catalizada por las fosfatasas pertenecientes a esta superfamilia el
grupo fosfato de la proteina fosforilada es coordinado por el residuo de arginina del
motivo del sitio activo para situarlo junto al residuo de cisteina catalitico (Jia et al.,
1995). La unién de fosfopéptidos produce un importante cambio conformacional del
bucle WPD permitiendo que el residuo de aspartico conservado se sitie en el sitio
activo y actiie como 4acido general en la reaccion catalitica (Barford ef al., 1998). En
esta situacion, la cisteina del sitio activo actia como nucleo6filo atacando al grupo
fosfato de la proteina sustrato (Guan y Dixon, 1991: Zhou et al., 1994). La rotura del
enlace se ve facilitada por la protonacion, mediante el residuo de aspartico conservado,
del oxigeno fenolico de la tirosina fosforilada, con la consiguiente formacion de un
intermediario fosfocisteina y el desplazamiento de la proteina desfosforilada (Barford et
al., 1998). El ciclo se completa cuando una molécula de agua, activada por el residuo de
aspartico conservado, entra en la regiéon que ha dejado la proteina desfosforilada e
hidroliza la cisteina fosforilada del intermediario, regenerando la enzima y liberando
fosfato inorganico (Denu et al., 1996a; Jackson y Denu, 2001).

No existe un mecanismo universal para regular la actividad fosfatasa de las
proteinas pertenecientes a la superfamilia PTP. En general, la regulacion de la actividad
de estas fosfatasas no depende de modificaciones posttraduccionales, sino de regulacién
negativa. De este modo, se distinguen dos mecanismos de regulacion: i) regulacion
oxidativa de la cisteina del sitio activo por oxidantes biologicos (Knebel et al., 1996;
Denu y Tanner, 1998), tales como H,O,, reversible por la adicion de compuestos que
contienen grupos tiol tales como ditiotreitol y glutation reducido (Hecht y Zick, 1992;
Sullivan ef al., 1994), y ii) regulacioén por fosforilacion, como en el caso de las tirosina
fosfatasas que regulan el ciclo celular, Cdc25A, Cdc25B y Cdc25C (Autero y
Gahmberg, 1987; Ostergaard y Trowbridge, 1991; Stover et al., 1991), aunque se
desconoce si la modificacion de la actividad fosfatasa ejercida por la fosforilacion se
debe a que origina una enzima mas estable o si la protege de la degradacion por
proteasas que degradan proteinas no fosforiladas (Jackson y Denu, 2001).

A.VII1.4.5.3. Dominios adicionales

El dominio catalitico de las fosfatasas pertenecientes a la superfamilia PTP esta
altamente conservado, por lo que la diversidad estructural y funcional dentro de esta
superfamilia se genera a través de dominios de regulacion y orientacion que aparecen
junto al dominio catalitico. Tales dominios funcionan no s6lo para regular la actividad
catalitica de estas proteinas, sino también para dirigir a la enzima hacia determinadas
localizaciones subcelulares. El efecto neto de estos dominios es conferir especificidad
por el sustrato (Neel y Tonks, 1997). Entre ellos se encuentra el dominio SH2 (Tabla 3),
que se une a péptidos que contienen fosfotirosina, regulando vias de sefalizacion y
actuando en la orientacion y regulacion de la enzima (Neel y Tonks, 1997). Otros
dominios de este tipo presentes en las tirosina fosfatasas son los dominios SH3 (Tabla
3) (Barford et al., 1998). Ademas, varias tirosina fosfatasas con especificidad dual
contienen motivos CH2 en el extremo N-terminal que muestran cierta similitud con el
dominio catalitico de las fosfatasas de la familia Cdc25 (Keyse y Ginsburg, 1993; Kwak
etal., 1994).
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Entre las fosfatasas miembros de la superfamilia PTP de procariotas, junto al
dominio fosfatasa, aparecen dominios SBTrans (implicados en la reduccién de
arseniato), dominios fosfatasa adicionales, lacAB (presentes en ribosa S5-fosfato
isomerasa) y PAP2 (encargados de la union de sustratos fosforilados no especificos)
(Tabla 3) (Bhaduri y Sowdhamini, 2005).

A.VII1.4.6. Superfamilia PHP

La superfamilia PHP est4d formada por fosfoesterasas, la mayoria de las cuales
no son fosfatasas, excepto la proteina CpsB y sus homodlogos en Streptococcus,
Staphylococcus, B. subtilis y Lactococcus lactis que son tirosina fosfatasas dependientes
de metal. Los miembros de la superfamilia PHP no muestran similitud de secuencia con
las proteinas pertenecientes a las otras familias de PTP (Morona et al., 2002).

Estas fosfatasas presentan 4 motivos con algunos residuos absolutamente
conservados esenciales para su funcion. Asi, el motivo I contiene dos residuos de
histidina separados por un Unico aminoacido, el motivo II posee residuos de aspartico e
histidina uno a continuacion del otro, mientras que el motivo III presenta un residuo de
histidina y, finalmente, el motivo IV posee un residuo de aspdartico y otro de histidina
separados por un solo aminodcido. El ultimo motivo estd ausente en algunas proteinas
de arqueas y bacterias (Aravind y Koonin, 1998).

Los residuos de histidina conservados de estos motivos participan en la unioén
del metal, ya que estas proteinas coordinan dos cationes metéalicos para la actividad
enzimdtica. El acido aspartico conservado del motivo IV es esencial para la catalisis
participando en la transferencia de electrones y en la coordinaciéon de los metales
(Aravind y Koonin, 1998).

A.VIIL.4.7. Transduccion de sefiales por fosfatasas

Las células son capaces de percibir cambios en su entorno mediante receptores
de membrana de diversa naturaleza con sensibilidad selectiva frente a diversos
estimulos. Al interaccionar con un estimulo adecuado, estos sensores sufren un cambio
conformacional que transmite la sefial al interior celular (Hendrickson, 2006).

La capacidad de muchas quinasas y fosfatasas de actuar sobre diferentes
proteinas determina la creacion de redes de sefalizacion capaces de integrar multiples
sefales para coordinar de forma conjunta un amplio espectro de procesos celulares y
conseguir asi una adaptacion adecuada frente a estimulos recibidos. En este sentido, en
algunas ocasiones, el efector se encuentra regulado mediante multifosforilacion, lo que
permite el control por quinasas pertenecientes a diferentes rutas de transduccion de
sefales que, a su vez, pueden tener un efecto sinérgico o antagdnico, segun los casos
(Cohen, 2000).

Entre los componentes de sefializacion que pueden actuar como receptores de
membrana se encuentran las tirosina fosfatasas de tipo receptor (RPTP) de eucariotas.
Estas fosfatasas presentan uno o dos dominios intracelulares (D1 y/o D2), pero sélo D1
es responsable de la actividad catalitica (den Hertog et al., 1993; Desai et al., 1994;
Kokel et al., 1998).
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Las fosfatasas de tipo RPTP pueden comunicar sefales transmembrana por
modulacién de la actividad de sus dominios cataliticos intracelulares y producir cambios
en la fosforilacion en tirosina celular (Barford et al., 1998). También estan implicadas
en la regulacion del contacto célula-célula y la adhesion entre células adyacentes (Sap et
al., 1994; Brady-Kalnay et al., 1995; Fuchs et al., 1996; Cheng et al., 1997).

Numerosas fosfatasas de procariotas actian de la misma manera que sus
homologos eucariotas, catalizando la desfosforilacion de los sustratos previamente
fosforilados por una quinasa. De esta forma, el nivel de fosforilacion del sustrato
depende en todo momento del equilibrio entre la actividad de ambas enzimas, que
actlian por parejas sobre una misma proteina con efectos opuestos. En este sentido, se
han caracterizado varios ejemplos de funcion opuesta entre quinasas y fosfatasas en
bacterias, incluyendo SpollAB/SpollE (Duncan et al., 1995), RsbT/RsbX vy
RsbW/RsbU de B. subtilis (Yang et al., 1996) y SIr1861/IcfG de Synechocystis
PCC6803 (Shi et al., 1999a).

Por otro lado, en varias especies bacterianas existen pares quinasa/fosfatasa en
los que la quinasa constituye el sustrato de la fosfatasa correspondiente. Ejemplos de
ello son los pares quinasa/fosfatasa Wzc/Wceb y Etk/Etp de E. coli o CpsD/CpsB y
StkP/PphP de S. pneumoniae (Cozzone et al., 2004).

También es posible que la fosfatasa desfosforile los sustratos fosforilados por
una quinasa y a la propia quinasa, inactivandola, como ocurre con la fosfatasa Mstp de
Mycobacterium tuberculosis que controla la ruta PknH-EmbR (Sharma et al., 2006).

Algunas bacterias patdogenas utilizan las fosfatasas como misiles moleculares
(Bliska et al., 1991; Kaniga et al., 1996). Estas enzimas son secretadas en el hospedador
infectado, donde intervienen en la iniciacion o progresion de la infeccion a través de la
alteracion del estado de fosforilacion y, por tanto, del estado funcional de las proteinas
del hospedador o del funcionamiento del citoesqueleto de actina, tales como SptP de
Salmonella typhimurium (Kaniga et al., 1996; Fu y Galan, 1998). Algunas
cianobacterias utilizan una estrategia alternativa ya que atacan las redes de fosforilacion
de otros organismos mediante la elaboracion de polipéptidos inhibidores de las
fosfatasas como microcistina LR, altamente toxica y, a menudo, mortal para el hombre
y otros animales (Carmichael, 1997).

Las proteinas que se encuentran reguladas por fosfatasas son muy variadas,
predominando factores sigma cuya actividad depende del estado de fosforilacion de
proteinas reguladoras, sustrato de las fosfatasas. Este es el caso de la activacion del
factor o® por desfosforilacion de su anti sigma, RsbW, por la fosfatasa RsbU en B.
subtilis (Agrigoni et al., 1996). Junto a los sustratos de las fosfatasas también se
encuentran proteinas enzimadticas o estructurales sobre todo en el caso de bacterias
patogenas. Asi, la fosfatasa YopH de las especies patdégenas de Yersinia desfosforila
proteinas fosforiladas en tirosina localizadas en los focos de adhesion del hospedador
(Black y Bliska, 1997; Black et al., 1998; Hamid et al., 1999).

Las fosfatasas pueden contener diversos motivos de interaccion proteina-
proteina que dirigen el contacto de la fosfatasa con otras proteinas de sefalizacion. En
este sentido, algunas fosfatasas de eucariotas poseen dominios SH2 (Tabla 3) que les
permiten interactuar especificamente con residuos de tirosina fosforilados de las
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proteinas (Pawson y Gish, 1992). Estos dominios no se han descrito en bacterias. Sin
embargo, dominios FHA (Tabla 3), que reconocen proteinas que contienen residuos de
fosfotreonina, estan presentes en eucariotas (Hofmann y Bucher, 1995), clostridios,
micobacterias, Streptomyces y varias bacterias Gram negativas (Durocher ef al., 2000;
Pallen et al., 2002). También se producen en bacterias interacciones proteina-proteina
que no requieren la presencia de un dominio especifico, sino ciertos tipos de residuos
acil fosforilados en una de las dos proteinas. Un ejemplo de ello es la formacion del
complejo represor/corepresor que regula la represion catabolica en bacterias Gram
positivas (Deutscher et al., 1995).

A.VIIL.4.8. Funciones de las fosfatasas en procariotas

A.VII1.4.8.1. Metabolismo

Las fosfatasas participan en la regulacion de diversos aspectos del metabolismo
primario y secundario en procariotas. Por ejemplo, Synechocystis PCC6803 contiene un
gen que codifica la fosfatasa IcfG perteneciente a la superfamilia PPM (Beuf ef al.,
1994). Esta proteina esta implicada en la regulacion del metabolismo del carbono
controlando la actividad de otras proteinas mediante interaccion proteina-proteina (Shi
et al., 1999a) o modulando la disponibilidad del factor sigma responsable de
desencadenar el programa especifico de expresion génica que remodele el metabolismo
de crecimiento heterdtrofo (Kennelly, 2001).

En N. commune UTEX584 existe una tirosina fosfatasa con especificidad dual,
denominada IphP, que contiene una secuencia lider que la dirige a regiones
extracitoplasmaticas como el lumen del tilacoide o el espacio periplasmico (Howell et
al., 1996). Al tratarse de un microorganismo de vida libre, IphP estd implicada en el
metabolismo y en funciones sensoriales en esta cianobacteria (Shi et al., 1998).

También en cianobacterias, la proteina sensora Py, implicada en la asimilacién
del nitrégeno en bacterias, arqueas y, posiblemente, en plantas superiores, se modifica
por fosforilacion reversible de un residuo de serina conservado (Forchhammer y
Tandeau de Marsac, 1994), mientras que en la mayoria de las bacterias lo hace por
uridilacion de un residuo de tirosina conservado (Ninfa y Atkinaon, 2000; Arcondeguy
et al.,2001). La Ser/Thr fosfatasa PphA de Synechocystis PCC6803 estd implicada en la
asimilacion de nitrogeno ya que es la proteina encargada de desfosforilar a Py (Ruppert
et al., 2002). Por otro lado, Anabaena PCC7120 posee la fosfatasa PrpS que estd
implicada, junto con la proteina sensora Py, en la distribucion de reservas de nitrégeno
entre los heteroquistes y las células vegetativas que realizan fotosintesis oxigénica
(Wolk, 2000; Laurent et al., 2004; Zhang et al., 2006).

Por ultimo, S. coelicolor A3(2) posee una tirosina fosfatasa de bajo peso
molecular, denominada PtpA, que controla la produccion de metabolitos secundarios,
tales como factor A y los antibidticos actinorrodina y undecilprodigiosina (Umeyama et
al., 1996).

A.VIIL.4.8.2. Diferenciacion y esporulacion

Algunas de las proteinas fosfatasas procariotas caracterizadas intervienen en
procesos de diferenciacion celular. De este modo, la fosfatasa PrpA y la quinasa PknE
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de Anabaena PCC7120 estan implicadas en la formacion de heteroquistes. La mutacion
en los genes codificantes de alguna de estas proteinas no afecta al crecimiento de la
bacteria cuando la concentracidon de nitrato es elevada. Por el contrario, si la
concentracion de nitrato llega a ser limitante y el dinitrégeno debe ser usado, los
mutantes crecen mucho mas lentamente que el silvestre y forman heteroquistes
morfoldgicamente anormales (Zhang et al., 1998b).

Los actinomicetos presentan un complejo proceso de diferenciacion morfologica
que implica la formacién de micelio con filamentos aéreos productores de esporas. En
este sentido, en S. coelicolor A3(2) la interrupcion del gen sppA, que codifica una
fosfatasa, conduce a una grave alteracion del crecimiento vegetativo y a una notable
disminucion de la formacion de hifas aéreas y esporas (Umeyama et al., 2000).

Como se ha indicado, en M. xanthus el agotamiento de nutrientes induce la
progresion de la bacteria hacia el ciclo de desarrollo. La fosfatasa Pphl actua durante el
crecimiento vegetativo y en la formacion de cuerpos fructificantes, ya que los mutantes
carentes de esta proteina muestran un menor crecimiento en medio liquido, reducida
movilidad en medio sélido, agregacion ralentizada y formacion de cuerpos
fructificantes inmaduros (Treuner-Lange et al., 2001).

La fosfatasa SpollE de B. sutbilis estd implicada en la esporulacién de esta
bacteria ya que ayuda a la formacion de un septo asimétrico que separa célula madre y
preespora durante el temprano estado de esporulacion y activa a ¢' en la preespora que
regula a otros factores de transcripcion especificos de la esporulacion (Duncan et al.,
1995; Agrigoni et al., 1996; Bardk y Youngman, 1996; Errington, 1996; Feucht et al.,
1996; Stragier y Losick, 1996; Losick y Dwork, 1999).

A.VII1.4.8.3. Respuesta a estrés

Se han descrito fosfatasas que forman parte de rutas de transduccion de sefiales
desencadenadas por estreses que conducen a la activacion de factores sigma. Ejemplos
de ello los representan la fosfatasa SpollE de B. subtilis comentada anteriormente y las
fosfatasas RsbP, RsbU y RsbX también de B. subtilis, que participan en una compleja
cascada de transduccion de sefiales en la que también interviene ¢°. Esta cascada posee
dos rutas, una en la que intervienen RsbX y RsbU, y otra en la que actua RsbP, que
convergen sobre la fosfoproteina RsbV (Yang et al., 1996; Vijay et al., 2000). La
primera via detecta sefiales de estrés ambiental tales como 4acidos, etanol, calor o sales,
mientras que la segunda detecta sefales de estrés energético tales como limitacion de
carbono, fosforo y oxigeno, a través del dominio PAS de RsbP. La desfosforilacion de
RsbV por estas fosfatasas libera a la quinasa RsbW del complejo que forma con ¢°. La
liberacion de este factor sigma desencadena la expresion de un amplio espectro de genes
implicados en la respuesta al estrés general (Boylan et al., 1993; Hecker et al., 1996;
Redfield y Price, 1996; Yang et al., 1996).

Otro caso lo constituyen las fosfatasas PrpA y PrpB de E. coli que participan en
la misma ruta que el regulén de o, que codifica la proteasa periplasmica HtrA
responsable de la degradacion de proteinas mal plegadas como consecuencia de choque
térmico u otros estreses. En esta ruta también interviene el sistema de dos componentes
CpxA/CpxR. PrpA y PrpB aumentan la expresion de Atrd a través de CpxA/CpxR por
cambios en el nivel de fosforilacion de este sistema. PrpA también es una proteina del
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choque térmico, ya que su expresion se incrementa en estas condiciones y su
sobreexpresion induce la respuesta al choque térmico (Missiakas y Raina, 1997).

S. typhimurium también posee dos fosfatasas denominadas PrpA y PrpB
relacionadas con estreses, ya que cuando los mutantes de estas fosfatasas son cultivados
a 47°C su tasa de crecimiento es significativamente mas baja que la de la cepa silvestre.
Comparadas con la cepa silvestre, las cepas mutantes también son mas sensibles al
choque térmico o cambios en la concentracion de perdxidos. Al igual que en el caso de
prpA de E. coli, el cultivo de S. typhimurium a 42°C incrementa la actividad del
promotor del gen prpA, pero no el de prpB (Shi et al., 2001).

A.VII1.4.8.4. Patogénesis

Existen pocos ejemplos en los que las Ser/Thr fosfatasas estan implicadas en
patogénesis. Este ese el caso de las fosfatasas PrpB de E. coli, que interviene en la
supervivencia de la bacteria dentro del hospedador (Khan e Isaacson, 2002), PrpB de S.
typhimurium, que se sitia cerca de la isla de patogenicidad SPI-1 (Pancetti y Galan,
2001; Kotewicz et al., 2002), y SP-STP de Streptococcus del grupo A (Jin y Pancholi,
2006). En este ultimo caso, el gen de la fosfatasa se contranscribe con el gen de una
quinasa. Ambas proteinas son esenciales para la supervivencia de la bacteria y juegan
un papel fundamental en patogénesis, ya que los mutantes para estos genes tienen
afectado el crecimiento, la morfologia de la colonia, la division y septacion celular, la
expresion de proteinas de superficie y de factores de virulencia, la capacidad de
adhesion e invasion y la resistencia a la fagocitosis por los neutréfilos humanos, asi
como la modulacion de la expresion de los principales factores de virulencia (Jin y
Pancholi, 2006).

El resto de fosfatasas implicadas en patogénesis son tirosina fosfatasas, ya que la
regulacion de proteinas por fosforilacion en tirosina es una estrategia seguida por varios
patogenos bacterianos para entrar y sobrevivir en las células del hospedador, alterando
los mecanismos responsables de la fosforilacion de tirosina, al inducir la
desfosforilacién de algunas proteinas especificas del hospedador o al activar ciertas
tirosina quinasas del mismo (Bliska y Falkow, 1993).

La fosforilacién en tirosina esta relacionada con la produccion y el transporte de
exopolisacaridos y polisacaridos capsulares. Estos polimeros son importantes factores
de virulencia, por lo que parece que existe un estrecho vinculo entre fosforilaciéon en
tirosina y patogenicidad bacteriana (Cozzone et al., 2004). Asi, Porphyromonas
gingivalis posee una tirosina fosfatasa de bajo peso molecular, Ltpl, implicada en el
desarrollo de enfermedades periodontales causadas por esta bacteria, ya que los
mutantes /tp/ forman reducidas biopeliculas y tienen afectados multiples genes
implicados en la biosintesis y transporte de exopolisacaridos (Maeda et al., 2008).

Existen multiples ejemplos en los que la interrupcion de los genes que codifican
las parejas tirosina quinasa/fosfatasa conduce a una reduccion drastica en la produccioén
de polisacaridos y/o del peso molecular de los mismos. Asi, en Streptococcus
pneumoniae, la autofosforilacion de la quinasa CpsD en presencia de la proteina CpsC
atentia su actividad y reduce el nivel de encapsulacion por control negativo de la
produccion de polisacaridos capsulares (Morona et al., 2002). La fosfatasa CpsB actta
como modulador de la actividad de CpsD vy, por tanto, contribuye en el proceso (Bender
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y Yother, 2001). De manera analoga, la quinasa CpsD, junto con la fosfatasa CpsB y la
proteina CpsC, son necesarias para el mantenimiento de la sintesis de polisacaridos de
alto peso molecular en Streptococcus agalactiae (Cieslewicz et al., 2001). Del mismo
modo, en cepas patogenas de E. coli la produccion de diversos exopolisacaridos es
dependiente de la actividad de la quinasa Etk y la fosfatasa Etp (Ilan et al., 1999).

Las tirosina quinasas son mucho mas activas en la sintesis de polisacaridos en su
estado desfosforilado como ocurre, por ejemplo, en el caso de E. coli K-12 donde la
quinasa Wzc y la fosfatasa Wzb estan directamente relacionadas con la produccién del
exopolisacéarido &cido colanico (Vincent ef al., 2000).

Las tirosina fosfatasas también pueden contribuir a la patogenicidad bacteriana
siendo exportadas por los microorganismos patdgenos en los que se expresan. Una vez
liberadas, estas fosfatasas actiian en el hospedador anulando las redes de transduccion
de sefiales. La actividad fosfatasa de estas enzimas es esencial para la virulencia del
patdgeno (Bliska et al., 1991; Fu y Galan, 1998). De este modo actua la fosfatasa YopH
de diversas cepas patogenas de Yersinia, que es secretada para asaltar a su hospedador.
Una vez dentro, desfosforila a proteinas fosforiladas en tirosina localizadas en los focos
de adhesion, desactivando las defensas del hospedador (Black y Bliska, 1997; Black et
al., 1998; Hamid et al., 1999). La delecion de yopH no ocasiona alteracion del
crecimiento de Yersinia, lo que sugiere que esta fosfatasa no actia sobre las proteinas
endogenas de la bacteria (Bliska et al., 1991). YopH esta codificada por un plasmido de
virulencia que también contiene un gen para una quinasa (Gaylov et al., 1993).

Ejemplos similares los constituyen las fosfatasas SptP de S. typhimurium y
MPtpA y MPtpB de M. tuberculosis, pero en este caso estan codificadas por el
cromosoma bacteriano. SptP es secretada y altera el funcionamiento del citoesqueleto de
actina del hospedador infectado (Kaniga et al., 1996; Fu y Galan, 1998). Su actividad es
necesaria y, una vez dentro de las células, suficiente para perturbar el citoesqueleto
(Kaniga et al., 1996). Por su parte, MPtpA y MPtpB representan determinantes de
virulencia de M. tuberculosis (Koul et al., 2000).

A.VII1.4.8.5. Otras funciones celulares

Se han descrito fosfatasas que participan en procesos celulares diferentes a los
mencionados en los apartados anteriores. Asi, la fosfatasa PrpC y la quinasa PrkC de B.
subtilis estan implicadas en la fisiologia de la fase estacionaria (Gaidenko et al., 2002),
mientras que la Ser/Thr fosfatasa Mstp de M. tuberculosis lo estd en procesos de
division celular, ya que es capaz de desfosforilar a las quinasas PknA y PknB que
participan en este proceso (Boitel et al., 2003; Chopra et al., 2003). Ademas, Mstp
regula el estado de fosforilacion del regulador transcripcional EmbR, que participa en la
regulacion del operon embCAB implicado en la sintesis de la pared celular, a través de
la desfosforilacion de la quinasa PknH que lo fosforila, o bien desfosforilando al propio
regulador EmbR (Sharma et al., 2006).

La fosfatasa Stpl de S. agalactiae se cotranscribe junto al gen de una quinasa.

Esta fosfatasa se requiere para una segregacion celular normal, ya que las cepas
mutantes forman cadenas anormalmente largas (Rajagopal et al., 2003).
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El gen de la fosfatasa Py-PP1 de Pyrodictium abyssi TAG11 se cotranscribe con
el gen canB, implicado en la formacion de la cdnula, hueco tubular formado entre las
redes extracelulares de esta arquea, sugiriendo que la fosfatasa también participa en la
formacion de la misma (Mai et al., 1998).

En S. pneumoniae la quinasa StkP es sustrato de la fosfatasa PhpP. La quinasa
puede fosforilar a la enzima fosfoglucosamina mutasa que cataliza el primer paso en la
ruta de biosintesis de UDP-N-acetilglucosamina, un precursor esencial comin de los
componentes de la envuelta celular (Novakova et al., 2005).

A.VIILS. Fosfatasas de M. xanthus

A diferencia de las quinasas de M. xanthus las proteinas fosfatasa de esta
mixobacteria no han sido estudiadas en detalle. No obstante, a partir de extractos
celulares se han identificado cinco actividades fosfatasa diferentes, dos de las cuales
estan presentes durante el crecimiento vegetativo, mientras que las otras tres se detectan
tan s6lo en determinadas etapas del desarrollo (Weinberg y Zusman, 1990). Las dos
actividades vegetativas tienen pH Optimos de 5.2 y 8.5, por lo que se denominan
actividades fosfatasa acida y alcalina, respectivamente. Ambas actividades son
dependientes de magnesio. Por su parte, las actividades fosfatasa del ciclo de desarrollo
presentan pH Optimos de 5.2, 7.2 y 8.5, lo que da origen a su denominacién como
actividades fosfatasa acida, neutra y alcalina, respectivamente. A diferencia de las
anteriores, estas tres actividades son independientes de magnesio.

La actividad fosfatasa acida es inducida muy pronto (2 a 4 horas) en el
desarrollo, mientras que las actividades fosfatasa neutra y alcalina son inducidas mucho
mas tarde, en torno al momento en el que las mixosporas se hacen evidentes (24 a 30
horas del desarrollo). Estas tres actividades del ciclo de desarrollo disminuyen
enormemente tras la germinacion, aunque la cinética de la disminucion es distinta para
las tres. La actividad fosfatasa acida declina muy rapidamente, la actividad neutra
comienza a hacerlo sélo después de que las mixdsporas comienzan a convertirse en
bacilos, y la actividad fosfatasa alcalina permanece con valores elevados hasta el
momento en el que las células comienzan a dividirse (Weinberg y Zusman, 1990).

Hasta el momento, no obstante, se desconoce la naturaleza y el ntimero de
fosfatasa responsables de estas actividades y si son originadas como consecuencia de la
accion de una Unica proteina o de varias, ya que tan s6lo se ha caracterizado una
proteina fosfatasa especifica en M. xanthus, denominada Pphl (Treuner-Lange et al.,
2001).

La fosfatasa Pphl de M. xanthus pertenece a la superfamilia PPM y desfosforila
de forma predominante residuos de fosfotreonina, aunque también actia sobre residuos
fosforilados en serina. El pH de actuacion de Pphl se encuentra en torno a la
neutralidad, de modo que la actividad de esta proteina forma parte de la actividad
fosfatasa neutra inespecifica detectada en extractos celulares de M. xanthus (Treuner-
Lange et al., 2001).
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El gen pphl se expresa durante el crecimiento vegetativo y el ciclo de desarrollo,
alcanzando un méaximo al comienzo de la agregacion (2 a 6 horas) y retornando a los
valores iniciales durante las siguientes 16 horas (Treuner-Lange et al., 2001).

Los mutantes de delecion para el gen pphl son viables pero presentan: i)
defectos en el crecimiento vegetativo durante la fase exponencial, ya que las células
entran en fase estacionaria a una densidad celular mas baja que en el caso de la cepa
silvestre, i) expansion reducida de las colonias en agar blando, mostrando 70-90% de
reduccion con respecto a la bacteria silvestre, iii) defectos en el control de los
movimientos de reversion de las células, iv) agregacion defectuosa durante el ciclo de
desarrollo, mas lenta que la agregacion de la bacteria silvestre y con formacion de
cuerpos fructificantes anormales, v) fallo parcial en la produccion de mixdsporas y en la
viabilidad de las mismas, ya que produce un 50% del nimero de mixdsporas y estas
células de resistencia presentan 0.02% de viabilidad respecto a la esporulacion de la
bacteria silvestre, vi) fallo en la produccion de mixodsporas inducidas con glicerol, y vii)
defectos en la metilacion de FrzCD (Treuner-Lange ef al., 2001).

Mediante el sistema del doble hibrido de levadura se determin6 que la fosfatasa
Pphl interacciona con el extremo C-terminal de la proteina FrzZ, perteneciente al
sistema regulador de movilidad Frz de M. xanthus, que regula los movimientos directos
de las células en el enjambre durante el crecimiento vegetativo y la agregacion en el
ciclo de desarrollo (Treuner-Lange et al., 2001).

Ademas, la fosfatasa Pphl de M. xanthus interacciona con la Ser/Thr quinasa
Pkn5. El contacto entre ambas proteinas refleja la relacion funcional entre estas
proteinas de sefalizacion dentro de una misma ruta de regulacion. Asi, se ha propuesto
que Pphl y Pkn5 podrian controlar el nivel de fosforilacion de un mismo sustrato, ya
que la expresion de ambas proteinas coincide en el tiempo y el fenotipo de los mutantes
es contrario, o que Pphl desfosforile la quinasa, previamente activada mediante
autofosforilacion (Treuner-Lange et al., 2001).

No obstante, el elevado tamafio del genoma de M. xanthus, propio de
microorganismos con gran capacidad de adaptacion a las condiciones variables del
entorno (Lynch y Conery, 2003; Konstantinidis y Tiedje, 2004), junto con el gran
numero de proteinas quinasas presentes en esta mixobacteria, son indicadores de que
M. xanthus debe poseer igualmente un numero considerable de proteinas fosfatasas.
Por esta razon, en nuestro laboratorio se propuso abordar la identificacion de genes de
M. xanthus que codificaran proteinas con actividad fosfatasa. El procedimiento seguido
permiti6 la identificacion de genes constituyentes de los sistemas reguladores de dos
componentes PhoPR1 (Carrero-Lérida et al., 2005) y PhoRP2 (Moraleda-Muiioz et al.,
2003) pero no de fosfatasas propiamente dichas. Adicionalmente, en el transcurso de la
caracterizacion del sistema PhoRP2 fue identificado el sistema regulador de dos
componentes PhoRP3 (Moraleda-Mufioz et al., 2003). Estos tres sistemas regulan en
parte la expresion de las proteinas fosfatasas responsables de las actividades
inespecificas acida y neutra que se detectan durante el ciclo de desarrollo de M. xanthus
(Moraleda-Mufioz et al., 2003; Carrero-Lérida et al., 2005).

Por otro lado, el sistema PhoPR1 también est4d implicado en la diferenciacion de

los bacilos en mixoéspora y es responsable de la expresion de genes que codifican
proteinas implicadas en el metabolismo energético y en la sintesis de proteinas

51



Introduccion

(Carrero-Lérdia, 2004). Ademas, en las proximidades de dicho sistema se localizan
genes que codifican dos proteinas fosfatasas, de modo que estos genes podrian
contribuir en las actividades fosfatasas inespecificas detectadas en M. xanthus.

La secuenciacion del genoma de M. xanthus y su disponibilidad para nuestro
grupo desde el afio 2003 ha permitido realizar esta Tesis Doctoral, encaminada a
determinar las proteinas fosfatasa codificadas por esta bacteria y a caracterizar alguna
de ellas.
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B. OBJETIVOS

Myxococcus xanthus lleva a cabo un complejo ciclo de vida, tnico entre los
procariotas, con una fase de crecimiento vegetativo donde la bacteria se multiplica
empleando los nutrientes del medio y un ciclo de desarrollo multicelular inducido por el
agotamiento de los mismos. Para que el ciclo de desarrollo culmine con éxito es
necesario que las células detecten una serie de cambios medioambientales y se
comuniquen entre si, lo que asegura que actien de manera cooperativa y, finalmente,
originen cuerpos fructificantes macroscopicos. Para ello requieren mecanismos de
transduccion de sefiales muy variados.

El anélisis de la secuencia del genoma de M. xanthus ha revelado la existencia
de un elevado nimero de proteinas de sefializacion, esenciales para integrar las sefiales
recibidas y emitidas. La fosforilacion de determinadas proteinas desempefia un papel
crucial en el ciclo de desarrollo de las mixobacterias. Esta fosforilacion es llevada a
cabo tanto por sistemas reguladores de dos componentes como por proteinas quinasas
similares a las de eucariotas.

Como contrapartida, deben existir fosfatasas capaces de desfosforilar las
proteinas fosforiladas por las quinasas, revertiendo su accidn, garantizando de esta
forma que las quinasas/fosfatasas funcionen a modo de interruptores biologicos. Sin
embargo, las fosfatasas de M. xanthus no han sido objeto de una investigacién tan
exhaustiva como las quinasas. Tan solo hace unos afios se identifico y caracterizo la
unica proteina fosfatasa especifica de M. xanthus descrita hasta el momento, Pphl
(Treuner-Lange et al., 2001). Acorde con el gran numero de quinasas identificadas en el
genoma de M. xanthus, es de esperar que el nimero de fosfatasas codificadas por esta
mixobacteria sea igualmente elevado.

Por todo ello, para el desarrollo de esta Tesis Doctoral se plantearon los
siguientes objetivos, encaminados a identificar las proteinas fosfatasas de M. xanthus y

profundizar en el conocimiento de algunas de ellas:

1. Identificacion de genes que cifran proteinas fosfatasas en el genoma de M.
xanthus.

2. Estudio del perfil de expresion de algunos genes que codifican fosfatasas de M.
xanthus.

3. Caracterizacion bioquimica y molecular de proteinas fosfatasas de M. xanthus
pertenecientes a diferentes familias.

4. Determinacion de la ruta de transduccion de sefiales en la que interviene una de
ellas, a la que hemos denominado Pph2.
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C.I. MATERIAL
C.I.1. Microorganismos

C.1.1.1. Cepas de Escherichia coli

En el desarrollo de este trabajo se utilizaron las siguientes cepas de E. coli:

DHS5a (Hanahan, 1983)
supE44 AlacU169 (680 lacZ AM15) hsdR17 recAl endA1 gyrA96 thi-1 relA1

JM109 (Yanisch-Perron et al., 1985)
recAl supE44 endAl hsdR17 gyrd96 reldl 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)7697 galU galK rpsL (Str™) endA1 nupG

Estas cepas son deficientes en la recombinacion, lo que favorece la estabilidad
de los plasmidos y las convierte en hospedadores adecuados para la clonacion. Por ello
fueron utilizadas para realizar transformaciones y electroporaciones en E. coli.

BL21(DE3) Star (Invitrogen)
F ompT hsdSp(rgmp’) gal dem rnel31 (DE3)

Esta cepa posee una copia de la ARN polimerasa del fago T7 bajo el control del
promotor lacUVS5, que se activa por isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG), un
analogo de la lactosa. Carece de las proteasas lon y OmpT, lo cual reduce la
degradacion de las proteinas heterdlogas expresadas en esta cepa y posee el gen rne
mutado, lo cual se traduce en un incremento en la estabilidad del ARNm. Esta cepa se
empled para la sobreexpresion de proteinas recombinantes en los vectores de expresion
pET200/D-TOPO y pET28a(+).

DH10B (Gibco BRL)
FmcrA A(mrr hsdRMS mcrBC)®80dlacZiM15 AlacX74 endAl recAl deoR
A(ara, leu)7697 araD139 galU galK nupG rpsL
La cepa DH10B es deficiente en la recombinacion, por ello fue utilizada como
hospedador capaz de albergar de forma estable los plasmidos que conforman la genoteca

de M. xanthus generada para el rastreo de interacciones proteicas mediante el sistema del
doble hibrido de levadura.

C.I1.1.2. Cepas de Myxococcus xanthus
Las cepas de M. xanthus utilizadas fueron:

DZF1 (Morrison y Zusman, 1979)

pilQ1
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Esta cepa fue empleada como mixobacteria silvestre, al ser capaz de completar el
ciclo de desarrollo con normalidad, a pesar de presentar una mutacion pilQ1 sobre los
pili de tipo IV, que afecta ligeramente a la movilidad social, lo cual facilita su cultivo en
medio liquido. Todas las cepas de M. xanthus obtenidas durante este estudio derivan de
ella, salvo las relacionadas con la localizacion subcelular de proteinas.

DK1622 (Kaiser, 1979)

Se trata de la cepa silvestre ya que carece de la mutacion pilQ1 por lo que no es
defectiva para la movilidad social. Se empleod para confirmar la duplicacion de un gen en
la cepa DZF1.

DK10415 (Wu y Kaiser, 1996)
ApilS

Se empled para los estudios de localizacion subcelular de proteinas, para lo cual
la proteina de interés se fusiona a una variante mejorada de la proteina verde fluorescente
(EGFP). El vector en el que se lleva a cabo la construccion posee el promotor y la
secuencia de union al ribosoma del gen pild de M. xanthus. El gen pildA se expresa a
niveles muy altos durante el crecimiento vegetativo en un fondo genético ApilS. Por ello
se uso esta cepa, ya que posee la delecion del gen pilS.

JM12 (Carrero-Lérida et al., 2005)
AphoP1-AphoR1

Mutante de delecion para el sistema regulador de dos componentes PhoPR1. En
este mutante se ha delecionado el 92% del sistema en la cepa DZF1 de M. xanthus y se
ha sustituido por el sistema KG3 (Ueki et al., 1996), por lo que es sensible a la
kanamicina. Se he empleado para determinar si el sistema PhoPR1 controla la expresion
de su propio operon.

C.1.1.3 Cepas de Saccharomyces cerevisiae

AH109 (James et al., 1996)
MATa, trpl-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, galdA, galS8OA, LYS2::GALIyys-
GAL]TATA-HIS3, GALZUAs-GAL2TATA-ADE2, URA3::MELI UAs-MEL]TATA-laCZ, MELI]

Se trata de una cepa derivada de la cepa PJ69-2A. Esta levadura se ha utilizado en
el sistema del doble hibrido de levadura para el rastreo de interacciones proteina-
proteina. Dispone de cuatro marcadores nutricionales, TRP/ y LEU2, empleados para
seleccionar la incorporacion de los plasmidos portadores de las proteinas cebo y presa, y
ADE?2 e HIS3 para la seleccion de las interacciones. Ademas, dispone de un sistema de
deteccion fenotipica necesario para verificar las interacciones, basado en la expresion de
las enzimas o y p-galactosidasa, codificadas por los genes MELI y lacZ,
respectivamente.
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C.1.2. Medios de cultivo

C.1.2.1. Medios de cultivo para E. coli
Medio LB (Luria-Bertani) (Miller, 1972)

10 g/l Triptona (Difco)

5 g/l Extracto de levadura (Difco)

10 g/l NaCl

15 g/l Bacto-agar (Difco) para medio solido
pH 7.2

Medio liquido SOC (Sambrook y Russel, 2001)
20 g/l Triptona (Difco)
5 g/l Extracto de levadura (Difco)
0.5 g/l NaCl
2.5 mM KCI
10 mM MgCl,
20 mM Glucosa
Compuestos adicionados a los medio de cultivo

e Ampicilina (50 pg/ml) (Sigma)

Para seleccionar bacterias portadoras de plasmidos que contienen el gen de la f3-
lactamasa. El producto de este gen confiere resistencia a los antibidticos B-lactamicos.

e Kanamicina (25 pg/ml) (Sigma)

Utilizado como marcador para seleccionar las bacterias portadoras de plasmidos
que confieren resistencia a este antibiotico.

e [sopropil-B-D-tiogalactopiranosido (IPTG) (1 mM) (Promega)

Compuesto utilizado para inducir la sobreexpresion de los genes clonados bajo
el control de promotores de tipo lac en los sistemas de expresion pET-28a(+) y
pET200/D-TOPO (Invitrogen).

¢ 5-bromo-4-cloro-3-indol-B-D-galactopirandsido (X-gal) (40 pg/ml) (Biosinth AG)

Este compuesto es utilizado por la B-galactosidasa originando un producto
azulado. Fue utilizado para efectuar seleccion blanco/azul de las colonias originadas en
la transformacion, en las etapas iniciales de clonacion de fragmentos, por o-
complementacion. Permite diferenciar aquellas bacterias que no han incorporado el
inserto, azules, de las que si lo han hecho, blancas.
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C.1.2.2. Medios de cultivo para M. xanthus
Crecimiento vegetativo
Medio CTT (Hodgkin y Kaiser, 1977)

10 g/1 Bacto-casitona (Difco)

2 g/l MgSO47H20

10mM Tris-HCI (pH 7.6)

1mM KH,PO4-K,HPO, (pH 7.6)

15 g/l Bacto-agar (Difco) para medio s6lido

8 g/l Bacto-agar (Difco) para medio semisolido

Medio CYE (Campos et al., 1978)

10 g/1 Bacto-casitona (Difco)

5 g/l Extracto de levadura (Difco)

1 g/l MgSO47H20

15 g/l Bacto-agar (Difco) para medio solido
pH 7.6

Ciclo de desarrollo
Medio CF (Hagen et al., 1978)

10 mM Tris-HCI (pH 7.6)

1 mM K,;NaPOy4 (pH 6.8)

8 mM MgSO4

0.02% (NH4)2SO4

0.015% Bacto-casitona (Difco)
0.2% Citrato s6dico

0.1% Piruvato sodico

15 g/1 Bacto-agar (Difco)

Medio TPM (Kroos et al., 1986)
10 mM Tris-HCI (pH 7.6)
1 mM KH2P04-K2HPO4 (pH 75)
5 mM MgSO4
15 g/l Bacto-agar (Difco)
Medio TM (Kroos et al., 1986)
10 mM Tris-HCI (pH 7.6)

5 mM MgSO4
15 g/l Bacto-agar (Difco)
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Compuestos adicionados a los medios de cultivo:
e Kanamicina (40 u 80 pg/ml) (Sigma)

Se utilizd como marcador selectivo para el aislamiento de mixobacterias
portadoras de fusiones lacZ o EGFP, asi como para la obtencion de intermediarios
merodiploides durante el proceso de delecion de un gen diana. Para ello se emplearon
plasmidos que conferian resistencia a dicho antibidtico, gracias a que las cepas DZF1 y
DK10415 son sensibles al mismo.

e 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranoésido (X-gal) (100 pg/ml) (Biosinth AG)

La accién de la enzima [-galactosidasa sobre este compuesto origina un
producto azulado como consecuencia de su degradacion. Se adicion6 a los medios de
cultivo para efectuar un analisis cualitativo inicial de la actividad B-galactosidasa de
las bacterias portadoras de fusiones /acZ.

e Galactosa (10 mg/ml) (Fluka)

Se le incorpord a los medios de cultivo para la obtencion de mutantes de
delecion en fase. Las mixobacterias que crecieran en los medios con galactosa debian
haber eliminado el casete kanamicina-ga/K. El gen galK codifica la galactoquinasa de
E. coli que transforma la galactosa en un andlogo no metabolizable, impidiendo el
crecimiento del microorganismo (Ueki et al., 1996).

e Carbonil cianida m-cloro fenil hidrazona (CCCP) (Sigma)

Se afiadi6 a los medios CTT y CF en concentraciones adecuadas para estudiar su
efecto sobre el crecimiento y el ciclo de desarrollo de M. xanthus. Destruye el potencial
de membrana tras introducirse repetidamente en forma protonada en el citoplasma, donde
libera los protones captados en el periplasma.

C.1.2.3. Medios de cultivo para S. cerevisiae
Medio rico YPDA (Ausubel et al., 1988)

2% Bacto-Peptona (Difco)
1% Extracto de levadura (Difco)
2% Bacto-Agar (Difco) en medio sélido
pH 5.8
Tras la esterilizacion, anadir: 2% Glucosa (Sigma)
0.003% Adenina (Sigma)

Medio minimo SDC (Synthetic Dextrose Complete) (Kaiser et al., 1994)

2% Bacto-Agar (Difco) en medio sélido

pH 5.8

Tras la esterilizacion, anadir: 2% Glucosa
5% Base de nitrégeno con (NH4),SO4 20X
5% Mezcla SDC 20X
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20X Base nitrogenada con sulfato de amonio:

3.8% Base nitrogenada (Difco)
5% (NH4)2SO4

20X SDC

Mezcla concentrada de aminoacidos y bases nitrogenadas necesarios para el crecimiento
de la levadura. Por cada 100 ml, se mezclan y homogenizan:

40 mg de cada uno de los siguientes compuestos: adenina, arginina, histidina,
metionina, triptéfano y uracilo

60 mg de cada uno de los siguientes compuestos: isoleucina, leucina, lisina y
tirosina

100 mg de fenialanina

300 mg de valina

400 mg de treonina

Para la preparacion de medio minimo selectivo se omitid uno o varios de los
componentes de la mezcla.

Compuestos adicionados a los medios de cultivo:

® 5-bromo-4-cloro-3-indolil-a-D-galactopirandsido (X-a-Gal) (40 pg/ml) (Clontech)

Se incorpor6 al medio SDC ya que es sustrato de la enzima a-galactosidasa. Su
degradacion genera un producto azulado que permite valorar, de forma cualitativa, la
actividad a-galactosidasa de las cepas de levadura analizadas.

C.1.3. Tampones y soluciones

Tampones generales: lavado, resuspension y lisis
Tampon TM: 10 mM Tris-HCI pH (7.6), 1 mM MgSO,
Tampon TPM: 10 mM Tris-HCI (pH 7.6), 1 mM KH,PO4,-K,HPO, (pH 7.5), 5 mM MgSO,
Tampén TE: 10 mM Tris-HCI (pH 7.4), | mM EDTA (pH 8)
Tampon STET: 50 mM Tris-HCI (pH 8), 50 mM EDTA, 8% sacarosa, 5% Tritén X-100
Solucion de lisis de levaduras: 0.1 M Tris-HCI (pH 8), 1 mM DTT, 20% glicerol
Solucion 1X LiAc-TE-H,O (1:1:8): 1 M LiAc:10X TE:H,0
Solucion 1X LiAc-TE-PEG (1:1:8): 1 M LiAc:10X TE: 50%PEG-3350

Purificacion de proteinas

Preparacion de extractos: Tampon fosfato 1X (80 mM Na,HPO,, 80 mM NaH,PO,, 4 M NaCl)
Electroforesis de ADN

TAE 1X (Sambrook y Russell, 2001): 40 mM Tris-acetato, | mM EDTA (pH 8)

TBE 0.5X (Sambrook y Russell, 2001): 45 mM Tris-borato, | mM EDTA (pH 8)

Tampon de carga 5X (Sambrook y Russell, 2001): 0.25% (p/v) azul de bromofenol,
0.25% (p/v) xileno cianol, 30% glicerol
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Southern blot
Solucién de despurinizacion: 0.25 N HCI
Solucidn de desnaturalizacion: 1.5 M NaCl, 0.5 M NaOH
Solucion de neutralizacion: 3 M acetato sodico (pH 5.5).
Para hibridacion colonias: 0.5 M Tris-HCI (pH 7.4), 1.5 M NaCl
SSC 20X: 3 M NaCl, 0.3 M citrato sédico (pH 7.0)
Solucion de prehibridacion e hibridacion: DigEasy Hyb Granules (Roche)
Tampdn maleico: 150 mM NaCl, 100 mM écido maleico (pH 7.5)
Solucion equilibrado I: 2X SSC, 0.1% SDS
Solucion equilibrado II: 0.1X SSC, 0.1% SDS
Solucion de lavado: 3% Tween 20 en tampén maleico

Solucion de bloqueo: 1g reactivo de bloqueo del DIG DNA Detection and Labeling Kit en
100 ml de tampdon maleico

Tampon de deteccion: 0.1 M Tris-HCI, 0.1 M NaCl, 50 mM MgCl,, (pH 9.5)

Solucion de desarrollo del color: 200 ul de la solucion de NBT/BCIP del DIG DNA
Detection and Labeling Kit en 10 ml de tampon de
deteccion

Electroforesis de proteinas en SDS-PAGE
Tampon de carrera: 25 mM Tris, 0.192 M glicina, 0.1% (p/v) SDS
Tampon de carga 2X: 50 mM Tris-HCI (pH 6.8), 100 mM DTT, 2% (p/v) SDS, 0.1% azul de
bromofenol, 10% (v/v) glicerol

Tincion/destincion de geles de proteinas
Solucién I: 25% Isopropanol, 10% 4cido acético glacial, 0.003% azul Coomasie
Solucion II: 10% Isopropanol, 10% acido acético glacial, 0.003% azul Coomasie
Solucién III: 10% acido acético glacial, 0.003% azul Coomasie
Solucién I'V: 10% 4cido acético glacial

Ensayo de actividades enzimaticas

Autofosforilacion de PhoR1 y desfosforilacion por SixA
Tampon de dialisis I: 10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 50 mM NaCl
Tampon fosforilacion: 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM MgCl,, 100 mM NaCl, ImM DTE
Tampon de dialisis II: 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM MgCl,, 100 mM NaCl

Actividad fosfatasa frente al p-nitrofenil fosfato (pNPP):
0.1 M acetato sodico (pH 5.2), 10 mM MgCl,/ CaCl, /NiNO3 /MnCl,
0.1 M Imidazol (pH 6.5), 10 mM MgCl, 6 10 mM NiNO; 6 10 mM MnCl,
0.5 M Tris-HCI (pH 7.2), 10 mM MgCl, 6 10 mM CacCl,
10 mM MOPS (pH 7.5), 1 mM MgCl,, 1 mM CaCl,y 1 mM ZnCl,
0.1 M Tris-HCI (ph 8.0), 10 mM MgCl, 6 10 mM NiNO; 6 10 mM MnCl,
0.5 M Tris-HCI (pH 8.5), 10 mM MgCl, 6 10 mM CaCl,

Actividad Glutamina sintetasa:
Transferencia:
Mezcla de reaccion:
1 M Imidazol (pH 7.0)
0.1 M Glutamina (pH 7.0)
0.1 M MnCl,
0.01 M Na-ADP (pH 7.0)
1 M Arseniato potasico (pH 7.0)
2 M Hidroxilamina
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Solucion de parada:
10% FeCls, 24% TCA, 6N HCI

Biosintesis:
Mezcla de reaccion:
1 M Imidazol (pH 7.0)
1 M Glutamato soédico (pH 7.0)
0.1 M MnCl,
70 mM NaCl
0.06 M Na-ATP (pH 7.0)
0.2 M Isopropilamina
Solucién de parada:
0.8% FeSO, disuelto en 15 mM H,SO,
Solucién desarrollo del color:
6.6% (NH4)6M07024 en7.5M H2504

Avtividad B-galactosidasa:
Tampon Z: 0.1 M Na,HPO,, 0.01 M KCI, 0.001 MgSOy,, 0.05 M B-mercaptoetanol pH 7.0
Tampoén Z/ME: 16.1 g/l Na,HPO, 5.5 g/l NaH,PO, 0.75 g/l KCl, 0.246 g/l MgSO,, 400
pl B-mercaptoetanol (pH 7.0).

Western blot

Solucion de transferencia: 0.025 M Tris-HCI, 0.15 M glicina, 20% metanol (pH 8.1-8.4)
PBS 1X: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na,HPO,, 2 mM KH,PO, (pH 7.4)
Reactivo de bloqueo: 5% leche desnatada, 0.02% azida sédica en PBS

TBS 1X: 20 mM Tris-HCI, 140 mM NaCl (pH 7.5)

Solucion de lavado: TBST 1X (TBS 1X, 0.1% (v/v) Tween-20)

Tampon de dilucion: TBST 1X, 1% (p/v) leche desnatada en polvo

Tampoén de deteccion: 0.1 M Tris-HCI, 0.1 M NaCl, 50 mM MgCl,, (pH 9.5)

Solucion de desarrollo del color: 200 pl de la solucion de NBT/BCIP del DIG DNA
Detection and Labeling Kit en 10 ml de tampoén de
deteccion

C.1.4. Material para biologia molecular

C.1.4.1. Vectores y plasmidos

>

pBJ113 (Julien et al.,, 2000): vector de 5000 pb, derivado del pUC118, utilizado
para la obtencion de los mutantes de delecion en fase. Contiene el gen de resistencia
a kanamicina del transposon Tn5 (1300 pb) y el gen galK de E. coli (1500 pb) que
confiere sensibilidad a la galactosa.

pUC19 (Vieira y Messing, 1982): vector de 2686 pb, utilizado para la clonacion de
diversos fragmentos. Confiere resistencia a ampicilina.

pUC7SKm(Pst) (Inouye, 1990): plasmido de 4000 pb portador de un fragmento de
1300 pb que codifica para un gen de resistencia a kanamicina, procedente del
transposon Tn$, insertado en el sitio Smal de un vector pUCT.

pKY481 (Cho y Zusman, 1999a): vector de 8300 pb empleado para la construccion

de fusiones transcripcionales y traduccionales entre el gen lacZ de E. coli y un gen
diana cuyo perfil de expresion se desea conocer. Posee un marcador de resistencia a
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kanamicina que permite la seleccion de presuntos positivos. Tras la integracion del
vector en el cromosoma, la expresion de la enzima B-galactosidasa depende del
promotor que regula la expresion del gen diana fusionado.

P1 (Martinez-Cafiamero et al., 2003): plasmido de 7200 pb en el que se encuentran
los genes phoRI, pph2 y sixA de M. xanthus (MXAN4778, 4779 y 4780,
respectivamente) clonados en pUC19.

pJC1BElacK (Carrero-Lérida et al., 2005): plasmido portador de la fusion entre el
gen phoP1 de M. xanthus y el gen lacZ de E. coli. Posee resistencia a kanamicina.

pET200/D-TOPO (Invitrogen): vector de expresion de 5741 pb que permite la
sobreexpresion de proteinas recombinantes en E. coli. La seleccion de presuntos
positivos se realizd en base a la resistencia a kanamicina conferida por este vector.
Los productos de expresion presentaban fusionada, en su extremo N-terminal, una
cola de 6 residuos de histidina que permiti6 la purificacion de las proteinas
recombinantes mediante cromatografia de afinidad en columnas de agarosa-niquel.

pET-28a (+) (Novagen): Vector de expresion de 5369 pb que permite la
sobreexpresion de proteinas recombinantes en E. coli. La utilizacion de este vector
confiere resistencia a la kanamicina. Los productos de expresion presentaban
fusionadas a sus extremos N y C-terminales sendas colas de 6 residuos de histidina.

pMR2917 (Pefialver et al., 2006): plasmido de 6000 pb empleado para determinar
la localizacion subcelular de proteinas. Contiene un fragmento de 1380 pb de M.
xanthus que carece de actividad promotora y permite dirigir la integracion del
plasmido por recombinacidbn homodloga. Ademds, contiene el promotor y la
secuencia de union al ribosoma del gen pil4 de M. xanthus. El gen pilA se expresa a
niveles elevados durante el crecimiento vegetativo, especialmente en un fondo
genético ApilS. Este vector también porta un gen de resistencia a kanamicina que
permite la seleccion de presuntos positivos. Se empled para la construccion de
fusiones entre el extremo C-terminal de la proteina diana y el extremo N-terminal de
EGFP, una variante mejorada de la proteina verde fluorescente.

pGBKT?7 (Clontech): vector de 7300 pb, utilizado para la expresion de proteinas
fusionadas al dominio de unién al ADN del regulador GAL4 en el sistema del doble
hibrido de levadura, a partir del promotor constitutivo del gen alcohol
deshidrogenasa ADH]I. Posee un origen de replicacion autdbnomo, un marcador de
resistencia a kanamicina para la seleccion en E. coli y un marcador nutricional TRP1
empleado en S. cerevisiae. Se utilizd para la expresion del cebo en el rastreo de
interacciones proteicas.

pGADT?7 (Clontech): vector de 8000 pb, empleado en la expresion de proteinas
unidas al dominio de activacion de la transcripcion del regulador GALA4, a partir del
promotor constitutivo del gen alcohol deshidrogenasa ADH]I en el sistema del doble
hibrido de levadura. La proteina de fusion es exportada al ntcleo de la levadura
gracias a la presencia de una sefial de localizacion nuclear SV40 afiadida al dominio
de activacion. Dispone de un origen de replicaciéon auténomo, un marcador de
resistencia a ampicilina para la seleccion en E. coli y un marcador nutricional LEU?2
para S. cerevisiae. Se utilizo para la expresion de proteinas presa.
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C.1.4.2. Oligonucleotidos

En las siguientes tablas se describen los cebadores empleados en este trabajo de
investigacion. Junto a la denominacion de los oligonucledtidos se detalla su secuencia
en orientaciéon 5°'—3" y su aplicacion. Los nucleétidos destacados en negrita indican la
secuencia reconocida por la enzima de restriccion utilizada para la clonacion de los
productos de PCR. Subrayados se indican los nucleotidos incorporados al
oligonucleotido para efectuar las clonaciones en el vector pET200/D-TOPO. Todos los
oligonucle6tidos fueron suministrados por la casa comercial Sigma- Genosys.

Tabla 4. Oligonucleotidos utilizados para determinar los genes que forman parte del mismo
oper6n que el sistema regulador de dos componentes phoPR1 de M. xanthus.

Nombre Secuencia (5= 3") Aplicacién

RTPIC TCTCGCGCAGCCGCTTGATG Sintesis de ADNc desde el regulador de respuesta phoP1
RTSC AGGTCGACGATGCGCTTGTG Sintesis de ADNc desde la fosfohistidina fosfatasa six4
RTPIF CATCCTGATTATCGAGGACG i . .

Amplificacion de una region de phoPI1 (PCR1 y PCR4)
RTPIR ACTTCCTCGCCCTTCACACG
RTRI1A TCTTCCACGACGTCACCGAG ) . .

Amplificacion de una region de phoR1 (PCR2)
RTRIB TGCTCGTACTCACCGTAAAC
RTF2 TACCGGGAGAAGGACCACTG ) . .

Amplificacion de una region de pph2 (PCR3)
RTF2C TCCATCAGCGCGTTGTGGTG

ORFO01177F | GTTCGACCAGGGCGAATTCG

Amplificacion de una region de MXAN4775 (PCRS)
ORF01177R | CCTCGCTCACGTGCGAAGTC

Tabla 5. Oligonucledtidos disefiados para el anélisis del perfil de expresion, mediante el gen lacZ
de E. coli, de diferentes genes de M. xanthus.

Nombre Secuencia (5" = 3") Aplicacion
Pph2LZXhoF | TCCTCGAGACGCCGCTGGCCAAGGATTT | Fusion lacZ de la fosfatasa Pph2

Pph2LZBamR | CGGGATCCATGGTCACTCCATCCTACCC (MXAN4779)

888XhoLZF | CGCTCGAGCGCCGCCGTCCTTGCCCAGC | Fusion lacZ de la fosfatasa

888BamLZR | CCGGATCCATGATGGCGGGAACGCGCCG |[MXANO0833

SpollEKpn GCGGTACCGGCCAGACGGTGGGGCAGAC |Fusion lacZ de la fosfatasa SpollE

SpollIEBam GCGGATCCATCAGCGCGGCCCGGAACCAC | (MXAN4562)

448KpnLZF | CTGGTACCTGAAGATGGGGCCGTGCTCG | Fusioén lacZ de la fosfatasa

448BamLZR | CCGGATCCATGTTCAGCCCGCGCCCCGG | MXANO0448

1665KpnBF | CGGGTACCTCTCGCTCTCCATCATGCCG Fusion lacZ de la fosfatasa

1665BamBR | GCGGATCCATGATGCCGTCGGGAAGCTC | MXAN1665

1875Bam CGGGATCCATCGATTCGAGCGTGGCATG | Fusion lacZ de la proteina

1875Kpn CAGGTACCCGCCGCTCTTGGCGGGCACC | hipotética MXANI1875

5630Bam CCGGATCCATCTTCTGGACGCCCTTCTC Fusion lacZ de la gutamina sintetasa
5630Sma CGCCCGGGCACGCCGTCGAAGAGTGGGT | GlnA4 (MXANS5630)
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Tabla 6. Oligonucleotidos disefiados para la construccion de mutantes de delecion de M. xanthus.

Nombre Secuencia (5" = 3') Aplicacion
448KpnLZF CTGGTACCTGAAGATGGGGCCGTGCTCG | Amplificacion de un fragmento 5°
448BamLZR | CCGGATCCATGTTCAGCCCGCGCCCCGG | respecto a MXAN0443
448BamIFR CGGGATCCGTAGGCCGCGCCCAGCTCAG | Amplificacion de un fragmento 3°
448PstIFF CCCTGCAGCTCCCAGGAGGAAGAAAGTC |respecto a MXAN04438
SpollEIF1Hin | GGAAGCTTCGTGGTGACGCCCTCCAGC Amplificacion de un fragmento 5°
SpollIEIF1Bam | CCGGATCCCTGACTTCCTTCTGGGACTC respecto a SpollE (MXAN4562)
SpollEIF2Bam | TAGGATCCATGGGCGGGCCGGGGTGGGG | Amplificacion de un fragmento 3°
SpolIEIF2Kpn | CGGGTACCTGGCCAGCCCCAGCACCACC | respecto a SpollE (MXAN4562)
SixAl1E TGGAATTCTCCGTGCGCTAC Amplificacion de un fragmento 5°
SixA1B GAGGATCCCCGGGCGTTC respecto a SixA (MXAN4780)
SixA2B GTGGATCCGGTCCTTCTG Amplificacion de un fragmento 3”
SixA2H CGAAGCTTACTGGGATGAG respecto a SixA (MXAN4780)
PhoP1HindIll | GGAAGCTTAGATGGAGTACTACTTCGAG | Amplificacion de un fragmento 5
PhoP1BamHI | TCGGATCCAATCAGGATGCGCGACATGA |respecto a PhoP1 (MXAN4777)
PhoR1BamHI | CGGGATCCTCGAGCGCGGCGACAGGGTA | Amplificacion de un fragmento 3’
PhoR1EcoRI | GTGAATTCAGCGCGCCTCCACCAGCTTG | respecto a PhoR1 (MXAN4778)
Pph2ER GGAGAATTCGCTGCTCCATCCGGAGC Amplificacion de un fragmento 3°
Pph2XF GCGCAACCTCGAGGAGTCGC respecto a Pph2 (MXAN4779)
1875Bam CGGGATCCATCGATTCGAGCGTGGCATG | Amplificacion de un fragmento 5°
1875Kpn CAGGTACCCGCCGCTCTTGGCGGGCACC | respecto a MXAN1875
18751FHin GCAAGCTTGGCCTGGAGGCCCTCCAACG | Amplificacion de un fragmento 3°
1875IFBam GGGGATCCCTGAGGGAAGGCATGGCCCA | respecto a MXAN1875
5630Bam CCGGATCCATCTTCTGGACGCCCTTCTC Amplificacion de un fragmento 5°
5630Sma CGCCCGGGCACGCCGTCGAAGAGTGGGT | respecto a GlnA4 (MXANS630)
5630IFHin TCAAGCTTCGCCACCATCATGTCCGTGC Amplificacion de un fragmento 3
5630IFBam GAGGATCCCTGATGAGCGCAAATGAGGC |respecto a GInA4 (MXAN5630)

Tabla 7. Cebadores empleados para determinar la localizacion subcelular mediante fusion con el
gen EGFP de proteinas fosfatasa de M. xanthus.

Nombre Secuencia (5" = 3) Aplicacion
Ppil AF AATCCCATCCGCGGGCGCAG Comprobacion de fusiones entre el
gen EGFPy genes de fosfatasas
SecEGFPR CCGTTTACGTCGCCGTCCAG de M. xanthus
448GFNheF [ GCGCTAGCCGCCGCCCGCTCGGACGTCC .
Fusion EGFP del MXAN44
448GFNheR | GGGCTAGCATGAGTTTTGCTTTGCTGCG || sion EGFP del gen 8
SpollENheF | GGGCTAGCGGCGGCGGGGCTGAACTCGG | Fusion EGFP del gen SpollE
SpollENheR | GCGCTAGCATGTCCAGTACGAATACGCG | (MXAN4562)

Tabla 8. Oligonucleotidos utilizados para la sobreexpresion de proteinas de interés de M. xanthus.

Nombre Secuencia (5" = 3) Aplicacién
SixANcolF TCACCATGGCTGCACGCGAGCTGCCGCTG | Obtencion de la proteina SixA
SixAXhoR GGCCTCGAGGCGCAGGTCGCCGGGGCGCT | recombinante (MXAN4780)
PhoR1NdeF CGGCATATGGACCTGCTGGCCCGCCACAC | Obtencion de la proteina PhoR1
PhoR 1XhoR TCCCTCGAGCCCTGTCGCCGCGCTCGATG | recombinante (MXAN4778)
pTOP-Pph2F CACCATGCGGGTCGCCATCCT Obtencion de la proteina Pph2

pTop2-Pph2R

CTACCCTTCGAAATCGTTGAG

recombinante (MXAN4779)

pETTopo2-GInNF

CACCGTGGACACGCTGCGCCGCTG

pETTopo2-GInR

TCAGATGAGCTCCAGGTAAC

Obtencion de la proteina GlnA4
recombinante (MXANS5630)
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Tabla 9. Cebadores empleados para la clonaciéon del gen codificante de la fosfatasa Pph2
(MXAN4779) y su utilizacion como cebo para el rastreo de interacciones proteicas en una
genoteca de expresion de M. xanthus mediante el sistema del doble hibrido de levadura.

Nombre Secuencia (5" = 3')

Pph2Eco2HF [ GAGAATTCATGCGGGTCGCCATCCTCGC
Pph2Pst2HR | GACTGCAGCTACCCTTCGAAATCGTTGA

Tabla 10. Oligonucledtido utilizado para la secuenciacion de los insertos detectados durante el
rastreo de la genoteca de expresion de M. xanthus.

Nombre Secuencia (5" = 3)
pGADSecF TAACTATCTATTCGATGATGA

Tabla 11. Cebadores disefiados para el analisis de interacciones directas entre parejas de
proteinas de M. xanthus empleando el sistema del doble hibrido de levadura.

Nombre Secuencia (5" = 3) Aplicacion
GInAEco2HF | ACGAATTCATGCGTGGCAGGCTGAAGCTGCT | Utilizacion de GlnA
GlnAXho2HR [CTCTCGAGCGGCGAACTTGCTCTGCACG (MXANO0912) como presa

C.1.4.3. Reactivos

Las casas comerciales que suministraron los reactivos utilizados para las
técnicas de Biologia Molecular fueron las siguientes:

Ambion: DNA-free™.

Amersham Pharmacia Biotech: Membrana de nylon Hybond™-N" para la

transferencia de ADN (Southern blot) y HisTrap  Kit, para la purificacion de las
proteinas recombinantes.

Applied Biosystems: Polimerasa AmpliTag Gold"™

Bio-Rad: Bio-Rad Protein Assay, para determinar la concentracion de proteinas. Pesos
moleculares estdndares de proteinas para SDS-PAGE.

Biosinth AG: X-gal.
Fermentas: Fosfatasa alcalina de gamba.

Invitrogen: Sistema de clonaje y expresion pET200/D-TOPO vector® 'y Superscript 11
RNasaH Reverse transcriptase.

Millipore: Filtros VSWP02500 para didlisis de muestras, filtros Millex-HA de 0.45 um

para la filtracion de los extractos de proteinas y membrana de PVDF Immobilon" -P
para la transferencia de proteinas (Western blot).
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Promega (Biological Research Products): Wizard” Plus SV Midipreps DNA
Purification System para el aislamiento de ADN plasmidico a mediana escala e
IPTG.

Roche Molecular Biochemicals: Endonucleasas de restriccion, seroalbimina bovina
(BSA), lisozima, ARNasa, ADN ligasa del bacteriofago T4, desoxirribonucleétidos,
High Pure PCR Product Purification Kit para purificar fragmentos de ADN
sintetizados mediante PCR, High Pure Plasmid Isolation Kit para el aislamiento de
ADN plasmidico a pequefia escala, High Pure RNA Isolation Kit para la extraccion
de ARN, DIG Easy Hyb Granules como solucion de prehibridacion e hibridacion,
DIG DNA Detection and Labeling Kit para marcaje de sondas de ADN y revelado
de hibridaciones, marcadores de peso molecular de ADN Molecular Weight Marker
1y VIII.

Scheleicher & Schuell: Membranas de nylon Nytran Supercharge para hibridacion de
colonias.

Serva: Agarosa, acrilamida , Bis-acrilamida y azul Coomassie®.

Sigma (Molecular Biology Reagents): N,N,N’ ,N’-tetrametiletilendiamina (TEMED),
persulfato amonico, fenil metil sulfonil fluoruro (PMSF), bolas de vidrio para la
sonicacion de muestras, dietilpirocarbonato (DEPC) y (DAPI). Asi como la mayoria

de los reactivos utilizados en la preparacion de las distintas soluciones y tampones.

Whatman: 3MM Chr Chromatography Paper.

C.1.4.4. Instrumentacion

Para incubaciones de los cultivos

HT: Agitador orbital Infors AG.

MMM Medcenter GmbH: Estufa refrigerada Friocell 222.

MMM Medcenter GmbH: Estufa Incucell.

New Brunswick Scientific Co. Inc.: Agitador orbital Gyrotory” Shaker-Model G2.

Para electroforesis v transferencia de proteinas

Biometra: Biometra Fastblot fast semi-dry blotting para la transferencia de proteinas.

Bio-Rad: Fuente de alimentacion Power Pac 300, sistema de electroforesis vertical
Mini-Protean” 3 Cell y cubetas para electroforesis vertical.

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

Jordan Scientific Co.: Cubetas de electroforesis Gel-o-Submarine Electrophoresis

Systems.
Pharmacia: Fuentes de alimentacion Electrophoresys Power Supply (EPS) 600y 3500.
Sigma: Cubetas para electroforesis vertical.
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Centrifugas

Beckman: Centrifuga refrigerada Avanti”™ 30, rotores FO850 y F3602.

Eppendorf: Centrifuga refrigerada Centrifuge 5415 R.

DuPont Instruments: Centrifuga refrigerada Sorvall® RC-5B Refrigerated Superspeed
Centrifuge, rotor GSA.

Para electroporacion

Bio-Rad: Cubetas Gene Pulser” Cuvette E. coli Pulser” Cuvette, 2mm gap y de 1 mm
y sistema de electroporacién Gene Pulser Xcell™ electroporation System.

Banos

Heto Lab Equipment: Bafio termostatico DT.
P Selecta: Bafios Precisdig 'y Precisterm.
Thermolyne: Bafio de bloques Type 17600 Dri-Bath.

Otros

Bio-Rad: Secador de geles Gel Dryer 583, transiluminador con tratamiento de
imagenes Gel Doc XR System y termociclador MJ MINI Personal Thermal Cycler.

Crison: pHmétro GLP 22.

Hausser Scientific: Camara de recuento Petroff Hausser 3900.

Hewlett Packard: Escaner. HP Scanjet 8300.

Leitz: Microscopio de contraste de fases Dialux 22.

Misonix Inc.: Sonicador Microson™ Ultrasonic Homogenizer XL2007.

Nikon: Microscopio de epifluorescencia (Melville, NY) Eclipse E600, equipado con
filtro Nikon Chroma 41017 Endow y camara digital Nikon Coolpix 5000.

Olympus: Camara fotografica digital Camedia C-5060 y microscopio de

epifluorescencia Cell R IXS81 .

RoveBloc: Selladora térmica FUTURA-Jr.

Sartorius: balanza PT /0y balanza de precision BP 618S.

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

Spectronic Instruments: Espectrofotometro Spectronic 20D+.

Stuart Scientific: Horno de hibridacion Hybridisation Oven/Shaker SI 20H.

Thermo Electron Corporation: arcon de -80°C Forma -86C ULT Freezer.

Varian: Espectrofotometro Cary 50 Conc UV-Visible Spectrophotometer conectado a
un ordenador PC Pentium I11.

Wild Heerbrugg: Lupa MS.

Zeiss: Microscopio electronico de transmision TEM902.
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C.1.5. Bases de datos y servidores

En el curso de este trabajo de investigacion se utilizaron los siguientes
servidores y/o bases de datos:

“DAS” Transmembrane Prediction Server, TMHMM y SOSUI: para la prediccion
de dominios transmembrana y péptido sefial en proteinas de procariotas.
(http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/), (http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM/) y
(http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/)

ESPript 2.2: para visualizar los alineamientos y resaltar aminodcidos.
(http://espript.ibcp.fr/ESPript/cgi-bin/ESPript.cgi)

ExPASy: Identificacion y caracterizacion de las proteinas de M. xanthus comparando su
homologia frente a proteinas depositadas en la base de datos (BLAST y BLASTP).
(http://expasy.org/tools/blast/)

Mpyxococcus xanthus DK 1622 Genome Page: genoma de M. xanthus.
(http://cmr.tigr.org/tigr-scripts/ CMR/GenomePage.cgi?org=gmx)

HMM Logos: para la visualizacion de familias de proteinas.
Schuster-Boeckler B, Schultz J, Rahmann S: BMC Bioinformatics 2004, 5:7

NPS@ (Network Protein Sequence Analysis): Desarrollo de alineamientos frente a
otras proteinas (Clustalw y MULTALIN).
(http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/align_clustalw.pl)
(http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html)

PDB (Protein Data BanK): Base de datos donde se encuentran depositados modelos
tridimensionales de proteinas cristalizadas.
(http://www.rcsb.org/pdb/)

PFAM: para la identificacion de los dominios presentes en las proteinas de M. xanthus.
(http://pfam.sanger.ac.uk)

Pubmed: Busqueda de informacioén bibliografica y de secuencias aminoacidicas de
proteinas depositadas en la base de datos.

(http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez)

Science Direct: Busqueda de informacion bibliografica.
(http//www.sciencedirect.com/)

xanthusBase : Base de datos acerca de M. xanthus.
(http://www.xanthusbase.org).
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C.1.6. Numeros de acceso de proteinas utilizadas en alineamientos

En la Tabla 12 se encuentran recogidos los numeros de acceso de las proteinas
que se han utilizado para realizar los alineamientos del apartado de Resultados entre
diferentes proteinas de M. xanthus y proteinas homologas a ellas depositadas en las
bases de datos.

Tabla 12. Numeros de acceso de las proteinas empleadas en los alineamientos que se muestran en
el apartado de Resultados.

Alineamientos Proteina Microorganismo N° Acceso
MPtpB Mycobacterium tuberculosis H37Rv NP 21667
Tyr fosfatasa IphP Nostoc commune UTEX584 AAA255111
MXANO0448 SptP Salmonella enterica serovar typhimurium LT2 NP 461799
YopH Yersinia pseudotuberculosis PB1/+ YP 001874621
SpollE Bacillus subtilis subsp subtilis sp 168 NP 387945
Ser/Thr fosfatasa RsbU Bacillus subtilis subsp subtilis sp 168 NP 388351
SpollE RsbX Bacillus subtilis subsp subtilis sp 168 NP 388355
IcfG Synechocystis sp PCC6803 NP 440974
PPasa Bacteriofago A P03772
PrpA Eschericia coli sp. K-12 subsp MG1655 NP 416352
Ser/Thr fosfatasa Pph2 =5 1 Eschericia coli sp. K-12 subsp MG1655 NP 417214
PrpA Salmonella enterica serovar typhimurium LT2 AY049950
SixA Eschericia coli sp. K-12 subsp MG1655 NP 416842
Foafohistidina fosfatasa SixA Haemophilus influenzae 86-028NP YP 249119
SixA SixA Vibrio vulnificus CMCP6 NP 760851
SixA Pseudomonas syringae pv tomato sp DC3000 NP 792036
GInA Salmonella enterica serovar typhimurium LT2 NP 462887
Glutamina sintetasa GInA Myxococcus xanthus DK 1622 YP 629173
GInA4 GInA4 Streptomyces coelicolor A3(2) NP 625889
IpuC Pseudomonas KIE171 CAC81335
C.II. METODOS

C.II1.1. Cultivo de microorganismos

C.IlL.1.1. E. coli

Los cultivos liquidos se inocularon a partir de una colonia aislada de medio
solido para asegurar la existencia de una poblacion homogénea. Se incubaron en medio
LB a 37°C y 200 rpm de agitacion. Los medios utilizados fueron LB y SOC para
permitir el reinicio de la actividad metabodlica y la expresion del caracter de resistencia a
los antibiodticos conferidos por los plasmidos introducidos mediante electroporacion o
transformacion. El cultivo en medio so6lido se realizé en medio LB con 1.5% de Bacto-
agar (Difco). Cuando fue necesario, los medios fueron suplementados con ampicilina o
kanamicina, asi como con X-gal.

Para la conservacion de las cepas de E. coli, alicuotas de 0.8 ml de cultivo
liquido fueron suplementadas con 25% (p/v) de glicerol y mantenidas a -80°C.
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C.I1.1.2. M. xanthus

Crecimiento vegetativo

El cultivo de la bacteria en CTT o CYE liquido se efectu6 a 30°C y 300 rpm.
En el caso del cultivo en medio s6lido se suplementaron con 1.5% de Bacto-agar
(Difco) y se incubaron a 30°C. El medio CTT se utiliz6 para el crecimiento vegetativo
de las bacterias en todos los casos salvo en los experimentos de movilidad donde,
ademas, se empled el medio CYE, y en los de localizacion subcelular de proteinas. En el
caso del mutante de delecion para el gen sixA (MXAN4780) se suplementé con
kanamicina al igual que para las fusiones lacZ y EGFP. Este medio también se utilizo
para obtener extractos de la bacteria correspondientes al crecimiento vegetativo a partir
de medio solido.

Las células fueron conservadas a -80°C, en alicuotas de 1 ml en medio
suplementado con 25% (p/v) de glicerol.

Ciclo de desarrollo

La induccion del ciclo de desarrollo se consiguid mediante la utilizacion de tres
medios pobres en nutrientes: CF, TPM y TM. Para ello, la bacteria se plaque6 a una
DOgoo de 15 6 60 en gotas de 10 pl y se incubd a 30°C. La diferencia en el contenido en
nutrientes entre los tres medios condiciona la progresion de la mixobacteria hacia el
ciclo de desarrollo. Asi, el medio CF presenta una pequefia cantidad de nutrientes que
permite varias etapas de division celular antes de que se desencadene el ciclo de
desarrollo, mientras que en los medios TPM y TM la induccion de la fructificacion tiene
lugar rapidamente al carecer de nutrientes. Ademas, el medio TM carece de fuente de
fosfato, necesaria para el microorganismo. Estas diferencias fueron utilizadas en el
analisis fenotipico.

C.I1.1.3. S. cerevisiae

El cultivo de la cepa AH109 de S. cerevisiae se llevo a cabo en el medio YPDA.
Los cultivos liquidos se incubaron a 30°C y 250 rpm. El cultivo en medio sdlido se
realiz6 suplementando el medio con un 2% de Bacto-agar (Difco) y se incubd a 30°C
durante 2 dias.

El medio minimo SDC, sin el marcador nutricional correspondiente, se empled
para el crecimiento de las cepas portadoras de los plasmidos del sistema del doble
hibrido de levadura. Los cultivos liquidos se incubaron como se ha comentado antes y
en los solidos, que llevaban un 2% de de Bacto-agar (Difco), la incubacion se prolong6
entre 2 y 10 dias a 30°C dependiendo del grado de seleccion ejercido por el medio sobre
la levadura.
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C.I1.2. Preparacion de muestras para microscopia electronica de
transmision (TEM)

Las mixobacterias fueron cultivadas en medio CTT liquido como se ha
comentado anteriormente hasta una DOg en torno a 1, momento en el que se procediod
a concentrarlas por centrifugacion y resuspension en tampon TM (C.1.3.) a una DOgg de
15. Posteriormente, se indujo el ciclo de desarrollo depositando una gota de 10 ul de la
suspension bacteriana en una placa Petri de 5.5 cm de diametro que contenia 8 ml de
medio CF o TPM solido. Estas placas se incubaron a 30°C durante 72 h.

Las posteriores etapas de tratamiento y observacion de las muestras fueron
realizadas en el Centro de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada
siguiendo un tratamiento similar al utilizado por Mueller y Dworkin (1991), aunque con
ligeras modificaciones.

Transcurridas 72 horas de incubacion a 30°C, las muestras fueron fijadas con
glutaraldehido al 2.5% en tampon cacodilato 0.1 M (pH 7.4) durante 2 horas a 4°C.
Seguidamente, las muestras fueron sometidas a 3 lavados de 15 minutos cada uno de
ellos en tampdén cacodilato 0.1 M (pH 7.4). A continuacion, las muestras fueron
postfijadas con tetréxido de osmio (OsOs) al 1% durante 2 horas y, posteriormente, se
deshidrataron con gradientes crecientes de etanol (50, 70, 90 y 100%) durante 15
minutos en cada uno de ellos. En la etapa siguiente, las muestras fueron infiltradas en
una mezcla 1:1 de etanol absoluto y resina Epon durante 2 horas en agitacion para, mas
tarde, ser incluidas en resina pura Epon durante un dia. Finalmente, tras llevar a cabo un
proceso de polimerizacion a 60°C, se realizaron cortes semifinos de una micra tefiidos
con toluidina y cortes ultrafinos de 500-700 A tefiidos con acetato de uranilo y citrato de
plomo utilizando un ultramicrotomo Ultracut E.

La observacion de las rejillas que contenian las muestras se efectuo utilizando un
microscopio electronico de transmision Zeiss TEM902 a 80 Kv.

C.I1.3. Preparacion de células competentes y electrocompetentes

C.I1.3.1. Preparacion de células competentes
De E. coli

Se utiliz6 el método del CaCl, ya que tiene la capacidad de hacer permeables las
paredes celulares, lo que posibilita que el ADN presente pueda atravesarlas con
facilidad. Para la obtencion de células competentes, el cultivo en medio liquido LB de
E. coli a una DOgg de 0.5 a 1 fue centrifugado y enfriado introduciéndolo en hielo
durante 10 min. A continuacion, las células se recogieron mediante centrifugacion a
4000 rpm durante 10 min a 4°C. Después, las células fueron resuspendidas en un
volumen de 10 mM MgS04 previamente enfriado y se mantuvieron en hielo durante 15
min. En la siguiente etapa, las células fueron recogidas mediante centrifugacion en las
mismas condiciones y resuspendidas en 0.5 volimenes de 50 mM CaCl,, 10 mM Tris-
HCl (pH 8.0) previamente enfriado, e incubadas en hielo durante 15 min.
Posteriormente, las muestras se recogieron en las mismas condiciones anteriores y se
resuspendieron en 0.05 volimenes de 50 mM CaCl,, 10 mM Tris-HCI (pH 8.0), 20%
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glicerol. Finalmente, las células competentes obtenidas se repartieron en alicuotas de
100 pl que se conservaron a —80°C hasta su utilizacion.

De S. cerevisiae

Se realiz6 tomando como muestra de partida un cultivo de S. cerevisiae crecido
en medio YPDA hasta una DOgy de 0.5 a 0.7. Las células se recogieron por
centrifugacion a 2500 rpm durante 5 min a 4°C y se lavaron con 0.5 volumenes de agua
estéril. Tras eliminar el agua y volver a centrifugar en las mismas condiciones, las células
se resuspendieron en 0.05 volumenes de 1X LiAc-TE-agua (1:1:8) recién preparado y se
mantuvieron en hielo hasta ser empleadas.

C.I1.3.2 Preparacion de células electrocompetentes
De E. coli

Las células fueron crecidas en medio liquido LB hasta una DOgo de 0.5 a 1,
momento en el que fueron recogidas mediante centrifugacion a 4000xg durante 15 min
a 4°C y lavadas en 1 volumen de agua destilada estéril a 4°C. A continuacion, las células
se recogieron en las mismas condiciones anteriores y se lavaron dos veces con 0.5
volimenes de agua destilada estéril a 4°C y una vez mas con 0.02 volimenes de agua
destilada fria. Finalmente, las células fueron resuspendidas en 0.002-0.003 voliimenes
de glicerol estéril en frio al 10% (p/v) y repartidas en alicuotas de 40 pl que se
conservaron a -80°C hasta su utilizacion.

De M. xanthus

Se realiz6 siguiendo el procedimiento descrito por Kashefi y Hartzell (1995).
Las células fueron crecidas en medio liquido CTT a 30°C y 300 rpm hasta que
alcanzaron una DOgyy de 0.5 a 0.8. Se centrifugaron 1.5 ml del cultivo a temperatura
ambiente durante 2 min a 10000 rpm. A continuacion, las células fueron lavadas dos
veces con 1 ml de agua Milli Q" estéril a temperatura ambiente. Posteriormente, las
células fueron resuspendidas en 40 pl de agua Milli Q® estéril, de modo que la densidad
celular era de aproximadamente 1.5 x 10'® células/ml, y se procedid a su
electroporacion inmediata.

C.I1.4. Introduccion de plasmidos en células competentes y
electrocompetentes

C.11.4.1. De E. coli

Mediante transformacion por el método del choque térmico

Este método (Hanahan, 1983) se utiliz6 para transformar E. coli con plasmidos
que presentan un origen de replicacion y un marcador de resistencia a antibidtico. Se
mezclaron 45 pl de células competentes con 1-10 ng de plasmido y se mantuvieron en
hielo durante 30 min. A continuacion, las células se sometieron a un choque térmico
manteniéndolas durante 2 min a 42°C. Después, se recuperaron en 0.4 ml de SOC o LB
sin antibidtico durante 1 hora a 200 rpm de agitacion, para permitir el reinicio de la
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actividad metabolica y la expresion del cardcter de resistencia al antibiotico conferido
por el plasmido. Finalmente, las células fueron sembradas en medio LB s6lido o liquido
suplementado con el antibiotico para el cual el plasmido confiere resistencia.

Mediante electroporacion

Se mezclaron 40 pl de células electrocompetentes de E. coli con 1 pg de ADN
plasmidico dializado durante 30 min en un filtro Millipore de 0.025 um de tamafio de
poro. La mezcla obtenida se transfirié a una cubeta de electroporacion de 2 mm de
ancho, previamente enfriada en hielo. Las condiciones de electroporacion fueron 2.5
kV; 200 Q y 25 pFd, con una longitud de pulso de 5-6 ms. Tras el choque eléctrico, las
células fueron recuperadas rapidamente en 1 ml de SOC o LB sin antibidtico e
incubadas durante 1 hora a 37°C y 200 rpm de agitacidon para recuperar su actividad
metabolica. Finalmente, las células transformadas fueron sembradas en LB solido
suplementado con ampicilina o kanamicina.

C.11.4.2. De M. xanthus

Mediante electroporacion

Se sigui6 el procedimiento descrito por Kashefi y Hartzell (1995). A las células
electrocompetentes de M. xanthus se les adicion6 1 pg del ADN que se queria
electroporar, previamente dializado durante 30 min en un filtro Millipore. La mezcla se
transfirio a una cubeta de electroporaciéon de 1 mm de ancho. Las células fueron
electroporadas bajo las siguientes condiciones de pulso eléctrico: 0.65 kV; 400 Q;
12.25kV/cm; 25 pFd, con una longitud de pulso de 8.6-9.5 ms. Répidamente, las células
fueron recuperadas en 1 ml de CTT liquido sin antibidtico. A continuacién, fueron
transferidas a un tubo de vidrio estéril que contenia 1.5 ml de CTT sin antibidtico, de
manera que los 2.5 ml resultantes se incubaron de 6 a 8 h a 30°C y 300 rpm de agitacién
para permitir la expresion del marcador que se iba a seleccionar. Finalmente, alicuotas
de distintos volimenes fueron mezcladas con 4.5 ml de agar CTT blando (0.8% Bacto-
agar) y sembradas en CTT solido con kanamicina. Estas placas fueron incubadas a 30°C
hasta la aparicion de colonias (5-7 dias).

C.11.4.3. De S. cerevisiae

Mediante transformacion con acetato de litio por choque térmico

Se siguid el método descrito por Schiestl y Gietz (1989). Para ello se mezclaron 50
ul de células competentes de levadura con 1 ug de ADN plasmidico en presencia de 50 pg
de ADN de salmoén (BD Biosciences) desnaturalizado. A esta mezcla, se le incorporaron
300 pl de 1X LiAc-TE-PEG (1:1:8) recién preparado y se incubo6 a 30°C y 200 rpm durante
30 min. Seguidamente, a cada muestra se le afadi6 dimetil sulféoxido (DMSO) al 10% y se
someti6 a un choque térmico a 42°C durante 10 min, incubando las muestras
posteriormente en hielo durante 10 min. Finalmente, las células se sembraron en placas de
medio minimo adecuado para seleccionar la incorporacion del plasmido y se incubaron a

30°C durante 48 h hasta la aparicion de colonias.
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C.I1.5. Manipulacion de ADN

C.I1.5.1. Extraccion de ADN
ADN cromosomico de M. xanthus

El aislamiento de ADN cromosomico a partir de esta mixobacteria se consiguid
mediante la utilizacion del kit de purificacion de ADN cromosémico de Promega
Wizard® Genomic DNA purification kit. En este sistema se centrifugaron 5 ml de cultivo
crecido en medio CTT liquido hasta una DOg de 1. Posteriormente, las células se
rompieron con la solucién de lisis proporcionada por el kit. Después, se procedié a la
separacion y purificacion del ADN cromosémico, tras degradar el ARN con ARNasa y
eliminar las proteinas mediante precipitacion. El material genético obtenido se precipito
con isopropanol y fue lavado con etanol al 70%, para finalmente ser rehidratado en 30-
50 pl.

ADN plasmidico de E. coli

Para conseguir este fin se siguid el procedimiento propuesto por el kit de
purificacién de plasmidos High Pure Plasmid Isolation Kit de Roche. En este proceso
se recogieron las células crecidas en medio LB sdlido o de 5 ml de LB liquido
suplementado con el antibidtico adecuado, y se lisaron en un medio fuertemente
alcalino que se neutraliz6 tras 5 min. El cromosoma precipito y se elimind al sedimentar
por centrifugacion, mientras que el ADN plasmidico permanecid en suspension.
Finalmente, el plasmido se purifico en un filtro con una matriz capaz de retenerlo y se
recuperd tras proceder a su elucion en condiciones adecuadas.

ADN plasmidico de S. cerevisiae

La extraccion de ADN plasmidico a partir de levadura se llevé a cabo siguiendo
el procedimiento descrito por Robzyk y Kassir (1992). En este proceso se recogieron 1.5
ml de cultivo crecido en medio SDC TrpLeu” durante una noche mediante centrifugacion
a 5000xg durante 5 min a temperatura ambiente. La lisis se llevo a cabo una vez que las
células estaban resuspendidas en STET (C.1.3.) y se sometieron a una agitacion vigorosa
en el vortex durante 5 min con 0.2 g de bolas de vidrio de 0.45 mm. Después, las
muestras se calentaron a 100°C durante 3 min y se enfriaron en hielo durante el mismo
tiempo. El extracto resultante se centrifugd a 10000xg durante 10 min a 4°C para
eliminar los restos celulares. A partir del sobrenadante, se elimin6 el ADN cromosémico
mediante la precipitacion con 7.5 M de acetato amonico durante 1 hora a -20°C. A
continuacion, tras centrifugar, se recuper6 el sobrenadante con el ADN plasmidico y se
precipitd con etanol, para finalmente ser resuspendido en 20 ul de agua. Se emplearon 10
pl A partir de esta preparacion para transformar células competentes de E. coli mediante
choque térmico.

C.IL.5.2. Analisis del ADN aislado
C.I1.5.2.1. Digestion de ADN con endonucleasas de restriccion

La digestion del ADN con una Unica enzima de restriccion se realizd mediante
una reaccion que incorpora 5-10 unidades de endonucleasa por cada microgramo de
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ADN que se quiere digerir, en el tampon adecuado para la enzima, suministrado por la
casa comercial. La digestion del ADN con dos enzimas de restriccion se llevo a cabo de
forma simultdnea en un tampon compatible para la actividad de ambas enzimas. En los
casos en los que no fue posible realizar la reaccion de forma conjunta por
incompatibilidad entre ambas enzimas, se digirié de forma secuencial con cada una de
ellas, procediendo a precipitar el material genético entre ambas digestiones. Tanto las
temperaturas como los tiempos de incubacion empleados para las reacciones de digestion
fueron los indicados por la casa comercial.

C.I1.5.2.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

El método descrito por Saiki et al. (1988) posibilita la obtencién de un elevado
nimero de copias de una secuencia concreta, generadas por una ADN polimerasa
termoestable, a partir de un par de cebadores que flanquean la region de ADN molde
que se quiere amplificar.

La reaccion de sintesis, que presentaba un volumen final de 100 pl, estaba compuesta:
100 pmoles de cada cebador
0.2 mM de cada uno de los ANTPs (ANATP, dCTP, dGTP y dTTP)
10 pl de tampon Tag polimerasa 10X
1 mM de MgCl,
10% de DMSO
2.5 unidades de 7aq polimerasa
15-30 ng de ADN molde (plasmidico o cromosémico)

En general, las condiciones de la PCR fueron las siguientes:

1 ciclo: Desnaturalizacion a 94°C durante 10 min

30 ciclos:
Desnaturalizacion a 94°C durante 1 min
Anillamiento a una temperatura adecuada en funciéon de la Tm de cada

cebador durante 1 min

Extension a 72°C durante 1 min/kb

1 ciclo: Elongacion a 72°C durante 12 min

Los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis en gel de
agarosa al 0.7% o acrilamida al 5%. Cuando el ADN amplificado fue correcto, la
mezcla de reaccion se purificé con el kit High Pure”™ PCR Product Purification Kit de
Roche, siguiendo sus instrucciones.

C.I1.5.2.3. Reaccion de ligacion de ADN

La reaccion de ligacion de fragmentos de ADN a vectores fue llevada a cabo por
la enzima ADN ligasa procedente del bacteriéfago T4 de Roche. La reaccion de ligacion
incorpora 20 ng de vector junto con 40 ng del fragmento que se quiere clonar, en un
volumen final de 20 pl que contenia el tampon ligasa suministrado por la casa
comercial. Esta mezcla se incub6 a 37°C durante 5 min y posteriormente se enfrié en
hielo durante 10 min. A continuacion, se anadié 1 unidad de la enzima ADN ligasa
(Roche). La mezcla de ligacion se incubo durante una noche a 16°C. Transcurrido ese
tiempo, la ligacion se utilizd para transformar células de E. coli competentes o
electrocompetentes sembradas en un medio selectivo con el antibidtico correspondiente.
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Los transformantes positivos fueron seleccionados mediante aislamiento y analisis de
restriccion del pldsmido purificado. En los casos en los que resultd necesario, se
procedio a la transferencia de colonias de células transformadas a filtros de nylon y
posterior hibridacién con sondas especificas para la identificacion de presuntos
positivos.

C.11.5.2.4. Tratamiento de ADN con fosfatasa alcalina

Para hidrolizar los grupos fosfato en posicion 5° del ADN se utilizo fosfatasa
alcalina de gamba (Fermentas) siguiendo las indicaciones de la casa comercial. Este
procedimiento se utiliz6 para el tratamiento del vector pMR2917 digerido con la
endonucleasa de restriccion Nhel en la construccion de fusiones entre proteinas de M.
xanthus y EGFP.

C.I1.5.2.5. Secuenciacion automatica de ADN

El ADN fue secuenciado en el servicio técnico del Instituto de Parasitologia y
Biomedicina “Lopez-Neyra” (CSIC) y en el Departamento de Genética de la Universidad
de Granada. El procedimiento utilizado se basé en la técnica descrita por Sanger ef al.
(1977) modificada.

En cada reaccion de secuenciacion se utilizaron de 300 a 600 ng de ADN puro
como molde y de 1.6 a 3.2 picomoles de oligonucledtido en un volumen final de 6 pl.
La polimerasa empleada fue AmpliTag® FS y los terminadores marcados con
fluorescencia BigDye™ constituyentes del kit ABI PRISM BigDye™ Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction de Perkin Elmer Biosystems. El equipo utilizado para la
secuenciacion estaba constituido por el secuenciador ABI 373 XL Stretch DNA
sequencer de Applied Biosystems y el termociclador PE 9600 de Perkin Elmer.

C.11.5.3. Electroforesis de ADN

La separacion de fragmentos de ADN en funcion de su peso molecular se
consiguié mediante electroforesis, basada en la migracion diferencial de estas moléculas
durante su desplazamiento a través de una matriz polimérica por la accion de un campo
eléctrico.

C.I1.5.3.1. En geles de agarosa

Permite separar fragmentos de ADN con un tamafio comprendido entre 0.5 y 25
kb. Para efectuar la electroforesis se utilizaron geles de agarosa al 0.7 % en tampon 1X
TAE (C.1.3.) y se sometieron a un campo eléctrico en un tanque horizontal con el
mismo tampdn. Las electroforesis que se realizaron con el objetivo de comprobar los
fragmentos se realizaron a un voltaje de 100 V durante 25-30 min utilizando el sistema
ultracompacto de electroforesis horizontal Mupid-2®. En cambio, cuando la
electroforesis se efectud para recuperar ADN de los geles de agarosa o para analizar el
ADN cromosomico mediante Southern blot, se empled la cubeta de electroforesis Gel-o
Submarine electrophoresis Systems, junto con la fuente de alimentacion Electrophoresis
Power Supply (EPS) 600, desarrollando la electroforesis durante toda la noche a 20 V.
En todos los casos, el marcador de peso molecular utilizado fue el ADN del fago A
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digerido con la enzima de restriccion HindlIl (Molecular Weigt Marker II de Roche).
Una vez desarrollada la electroforesis, el gel fue tefiiddo con bromuro de etidio (0.5
pg/ml en 1X TAE) durante 10 min. Este compuesto se intercala entre las hebras de
ADN vy posibilita la observacion de los diferentes fragmentos cuando el gel es expuesto
a luz ultravioleta

C.I1.5.3.2. En geles de acrilamida

La electroforesis de ADN en geles de acrilamida se llevo a cabo para separar
fragmentos de peso molecular inferior a 0.5 kb. Para ello, se utilizaron geles de
acrilamida:bisacrilamida (29:1) al 5%. Los componentes, asi como los volimenes,
utilizados para 50 ml fueron:

Acrilamida 29:1 8.30 ml
H,O Milli Q® 36.28 ml
0.5X TBE 5.00 ml
10% Persulfato amoénico 0.40 ml
TEMED 0.02 ml

Tras su polimerizacion, el gel fue transferido a un tanque de electroforesis
vertical que contenia tampon 0.5X TBE y la electroforesis se desarrolld a un voltaje
constante de 100 V durante 30-60 min. Los fragmentos separados en la electroforesis se
observaron con luz ultravioleta tras tefiir el gel en bromuro de etidio (0.5 pg/ml en 1X
TAE). El marcador de peso molecular utilizado fue una mezcla de ADN del plasmido
pUCBM21 digerido con Hpall y del ADN del plasmido pUCBM21 digerido con Dral y
Hindll (Molecular Weigt Marker VIII de Roche).

C.I1.5.4. Aislamiento de fragmentos de ADN

Se ha empled la técnica de electroelucion para el aislamiento de fragmentos de
ADN puros, de mas de 0.5 kb, a partir de una mezcla de fragmentos obtenida como
producto de digestiones con enzimas de restriccion o de PCRs inespecificas. Para ello,
la muestra fue cargada en un gel preparativo de agarosa que se corrio a voltaje constante
durante toda la noche. La separacion de los diferentes fragmentos fue verificada
mediante la breve tincion del gel con bromuro de etidio y su posterior observacion con
luz ultravioleta. A continuacion, se corto la porcion de gel que contenia el fragmento de
ADN de interés y se introdujo en una membrana de didlisis (previamente tratada y
conservada en frio en etanol al 50%) lavada con agua Milli Q®, cerrada y llenada con
tampon 0.5X TBE (C.1.3.). La membrana se introdujo en un tanque de electroforesis
horizontal Mupid-2® llenado con tampén 0.5X TBE y se electroeluyd en oscuridad
durante una hora a un voltaje constante de 100 V. A continuacion, se extrajo todo el
volumen de tampéon de la membrana de didlisis y se pasé a un tubo eppendorf. El
volumen se repartid6 en dos tubos cuando fue superior a 400 pl. Posteriormente, la
muestra fue purificada con el kit High Pure’™ PCR Product Purification Kit de Roche y
su concentracion fue comprobada en un gel de agarosa.
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C.I1.6. Manipulacion de ARN

C.I11.6.1. Extraccion de ARN

Para la extraccion del ARN se utilizo el kit de Roche High Pure RNA Isolation
Kit. Puesto que este kit esta disefiado para el tratamiento de 1x10° células bacterianas, la
toma de muestras se adapto6 a ello. De este modo, las cepas fueron cultivadas a 30°C y
300 rpm de agitacion en medio CTT liquido hasta alcanzar una DOgp de 1. A
continuacion, se recogieron 3 ml del cultivo mediante centrifugacion a 10000xg durante
10 min a temperatura ambiente, se lavaron en tampon TM (C.1.3.) y se concentraron en el
mismo tampén a una DOgo de 15. Una vez obtenida la muestra, ésta fue tratada
siguiendo las indicaciones del kit consistentes en una lisis en un medio fuertemente
desnaturalizante. Finalmente, el ARN celular se purifico mediante un filtro que contenia
una matriz capaz de unir el ARN de forma selectiva, y se eluy6 en un volumen de 50 pl
con agua libre de ARNasas.

Para eliminar el ADN contaminante de la preparacion se utilizo el kit DNA-free™
de Ambion. Para ello se adicionaron 0.1 volumenes del tampén 10X DNase 1, 2 unidades
de DNase Iy se incubd a 37°C durante 20-30 min. A continuacion, se adicionaron 0.1
volimenes de DNase Inactivation Reagent y se incubd durante 2 min a temperatura
ambiente. Finalmente, se centrifugd a 10000xg durante 1 min y se transfirio el
sobrenadante a un nuevo tubo.

Puesto que el ARN es degradado con facilidad por ARNasas contaminantes,
resulta necesario el tratamiento de todas las soluciones y del material con un inhibidor
de ARNasa, el DEPC. Este inhibidor se emple6 al 1% (v/v) para el agua Milli Q® y al
0.1% (v/v) en el agua para el tratamiento del material, durante 1 hora a 37°C, o bien
durante toda la noche a temperatura ambiente.

C.11.6.2. Analisis del ARN aislado (RT-PCR)

Para el desarrollo de esta técnica se utilizo el kit SuperScript™ II Reverse
Transcriptase de Invitrogen, donde se mezclaron 5 pg de ARN purificado, con 2 pmol
del cebador reverso y 0.5 mM de cada uno de los dNTPs hasta un volumen final de 20 pl.
Esta mezcla se calent6 a 65°C durante 5 min y se enfrid otros 5 min en hielo.
Transcurrido este tiempo, se afiadio el tampéon de la enzima 1X y 10 mM de DTT, y se
volvio a calentar a 42°C durante 2 min. Finalmente, se incorporaron 200 unidades de la
enzima SuperScript Il RNasa H Reverse Transcriptase y se incubd la reaccion a 42°C
durante 50 min. Una vez obtenido el ADNCc, la enzima se inactivo por calentamiento de
la muestra a 70°C durante 15 min. Posteriormente, la amplificacion por PCR se llevo a
cabo empleando los cebadores adecuados a partir de 2 pl de ADNc molde, procedente de
la reaccion de reversotranscripcion, siguiendo el protocolo descrito en C.11.3.2.

Los productos de RT-PCR fueron analizados mediante electroforesis en gel de
acrilamida al 5%.
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C.11.7. Hibridacion de acidos nucleicos

C.I1.7.1. Deteccion de fragmentos de ADN con sondas marcadas con
DIG _dUTP

La deteccion de secuencias especificas de ADN mediante el empleo de sondas
marcadas con DIG_dUTP (desoxiuridina trifosfato unida a digoxigenina) implica un
proceso que comprende cuatro etapas: 1) transferencia del ADN a filtros de nylon, 2)
prehibridacion de los filtros portadores del ADN fijado, 3) hibridacion de las
membranas con la sonda marcada, 4) deteccion de positivos mediante el uso de un
anticuerpo antidigoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina.

Marcaje de sondas de ADN con DIG_dUTP

Previamente al marcaje, la concentracion de la sonda se comprobd mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0.7%. Para el marcaje del ADN se utilizo el kit DIG
DNA Labeling and Detection Kit de Roche Molecular Biochemicals. En este
procedimiento se utilizé un fragmento especifico de ADN desnaturalizado como molde
para la sintesis de hebras complementarias por parte del fragmento Klenow de la ADN
polimerasa, en presencia de cebadores que hibridan al azar con el molde y afiadiendo a
la mezcla de dNTPs el DIG dUTP. El DIG dUTP es incorporado cada 20-25
nucledtidos en el ADN sintetizado. Las sondas fueron sintetizadas durante 1-20 h a
37°C. En un volumen de 20 pl se marcaron de 10 ng a 3 pg de ADN en presencia de 2
ul de la mezcla 10X de hexanucledtidos, 2 pl de la mezcla 10X de dNTPs que contiene
el DIG dUTP (1 mM de dATP, ImM GTP, 1 mM dCTP, 0.65 mM dTTP, 0.35 mM
DIG_dUTP, pH 7.5) y 2 unidades de polimerasa Klenow. La reaccion de marcado fue
detenida adicionando 2 pl de 0.2 M EDTA (pH 8.0). E1 ADN marcado fue precipitado
afadiendo 2 ul de 4 M LiCl y 60 pl de etanol, incubando a -70°C durante 30 min. Tras
centrifugar en frio durante 15 min, se procedio a lavar con etanol al 70% y se dejo secar.
El ADN marcado fue resuspendido en tampén TE (C.I1.3.) y mantenido hasta su
utilizacion a -20°C.

1) Transferencia de ADN a filtros de nylon

La transferencia de ADN a filtros de nylon se realizd para llevar a cabo
hibridaciones de colonias o bien Southern blot.

Hibridacion de colonias

Esta técnica se aplicO para analizar un gran numero de colonias de E. coli
resultante de una reaccion de transformacion o electroporacion de una mezcla ligada
cuando se trataba de clonar algun fragmento. Para ello, las colonias fueron picadas
sobre una membrana cuadriculada de nylon situada en una placa Petri que contenia
medio LB con el antibidtico adecuado. En paralelo, y manteniendo el mismo orden, las
colonias también fueron picadas sobre otra placa Petri con el mismo medio utilizada
como placa madre. Tras incubar las placas a 37°C durante una noche, las placas madre
fueron guardadas a 4°C, mientras que los filtros fueron tratados. En la primera etapa, los
filtros fueron colocados con las células hacia arriba, sobre papel Whatman 3MM
humedecido en solucion de desnaturalizacion de ADN (C.1.3.). Esta incubacion,
prolongada durante 3 min, se realiz6 a temperatura ambiente. Tras repetir el
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procedimiento una segunda vez, los filtros fueron transferidos sobre papel Whatman
3MM humedecido en solucién de neutralizacion para hibridacion de colonias (C.1.3.) e
incubados durante 5 min a temperatura ambiente. Este paso de desnaturalizacion
también fue repetido una segunda vez antes de enjuagar el filtro en 2X SSC (C.1.3.). A
continuacion, la membrana se dejo secar a temperatura ambiente para, seguidamente,
fijar el ADN a la membrana incubandola a 80°C durante 2 h. Posteriormente, la
membrana fue sometida a prehibridacion e hibridacion.

Southern blot

Para efectuar esta transferencia se siguid la técnica descrita por Southern (1975)
basada en la transferencia de ADN desnaturalizado desde un gel de agarosa a una
membrana de nylon. Para ello, el ADN cromosémico que se queria analizar fue
digerido con la endonucleasa de restriccion adecuada y cargado en un gel preparativo de
agarosa al 0.7% que se corri6 a voltaje constante durante toda la noche. Posteriormente,
el gel fue tefiido con bromuro de etidio. Una vez tefiido, se fotografio junto a una regla
para identificar posteriormente el tamano de las bandas aparecidas. A continuacion, fue
sometido a una serie de tratamientos que, en todos los casos, fueron efectuados en
agitacion a temperatura ambiente. De este modo, en una primera etapa, el gel fue
incubado durante 3 min en 200 ml de solucién de despurinizacion (C.1.3.).
Seguidamente, el gel fue enjuagado dos veces en agua destilada antes de pasar a ser
incubado en 200 ml de solucién de desnaturalizacion (C.1.3.) durante 15 min. Tras
eliminar esta solucion, el gel fue mantenido nuevamente durante 15 min en otros 200 ml
de solucion de desnaturalizacion. Posteriormente, el gel fue enjuagado una vez en agua
destilada para después ser incubado en 200 ml de solucidon de neutralizacion (C.1.3.)
durante 30 min. Finalmente, el gel fue enjuagado una vez en agua destilada e incubado
en 2X SSC (C.1.3.) antes de iniciar la transferencia. Para efectuar la transferencia, se
prepard una bandeja que contenia 20X SSC. Sobre ella se coloco una placa de cristal en
la que descansaban tres piezas de papel de Whatman 3MM, previamente humedecidas
con 20X SSC, de tal modo que ambos extremos del papel estuviesen sumergidos en el
tampon contenido en el recipiente. A continuacion, se coloco el gel y sobre éste se situd
una membrana de nylon de un tamafo ligeramente superior, que previamente habia sido
sumergida en agua Milli Q® y, mas tarde, en 2X SSC. Seguidamente, sobre el filtro de
nylon se depositaron, una a una, tres piezas de papel Whatman 3MM del mismo tamafio
que la membrana humedecidas en 2X SSC. Finalmente, se depositaron servilletas de
papel secas que fueron sustituidas periodicamente. Para asegurar la transferencia, sobre
las servilletas de papel se colocod un peso de unos 500 g. La transferencia se prolongé
durante una noche y, a continuacion, se recuperd el filtro y sobre €l se senald el
contorno del gel. Posteriormente, la membrana fue lavada en agitacion durante 10 min
en 200 ml de 2X SSC y dejada secar a temperatura ambiente. Cuando se seco, se fijo el
ADN a la membrana mediante la incubaciéon de la misma a 80°C durante 2 h. A
continuacion, el filtro fue sometido a los tratamientos de prehibridacion e hibridacion
con una sonda marcada que hibridé con su cadena de ADN complementaria.

2) Prehibridacion de filtros portadores de ADN fijado
Tras la fijacion del ADN, las membranas fueron humedecidas en 2X SSC
(C.L.3.). Posteriormente, fueron incubadas en solucion de prehibridacion Dig Easy Hyb

de Roche a 42°C durante al menos 2 h en un horno de hibridacion. Para esta etapa de
prehibridacion se utilizaron 200 ul de solucién por cada cm” de membrana.
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3) Hibridacion de membranas con sondas marcadas con DIG_dUTP

La hibridacion se realizé en el mismo horno que la prehibridacion incubandose
las membranas a 42°C durante una noche. La solucion de hibridacion fue la misma que
la de prehibridacion a diferencia de que en esta ocasion se utilizaron 40 ul de solucion
por cm” de filtro y se le adicionaron de 5 a 25 ng de sonda marcada por cada mililitro de
solucion. La sonda fue hervida durante 10 min para lograr su desnaturalizacion y, a
continuacion, pasada rapidamente a hielo antes de ser incorporada a la solucion de
hibridacion. Tras la incubacion, los filtros fueron lavados a temperatura ambiente dos
veces durante 5 min con la solucion de equilibrado I (C.1.3.) y dos veces con la solucion
de equilibrado II (C.1.3.) durante 15 min para eliminar el exceso de sonda no unida
especificamente.

4) Deteccion con fosfatasa alcalina

Este procedimiento se realizo siguiendo las indicaciones del protocolo del DIG
DNA Labeling and Detection Kit de Roche Molecular Biochemicals para realizar la
deteccion inmunoldgica de los fragmentos de ADN donde se habia unido la sonda
marcada con DIG_dUTP. Todas las incubaciones y lavados descritos a continuacién
fueron efectuados en agitacion a temperatura ambiente. De este modo, la membrana fue
sumergida de 1 a 5 min en 100 ml de tampoén de lavado (C.I1.3.). A continuacion, fue
incubada durante 30 min en 100 ml de 1X solucion de bloqueo (C.1.3.). En la siguiente
etapa, el filtro fue incubado durante 30 min con agitacion vigorosa en 50 ml de 1X
solucion de bloqueo a la que se habian afiadido 5 pl (diluciéon 1:10000) de anticuerpo
anti-DIG-AP (anticuerpo policlonal ovino antidigoxigenina conjugado con fosfatasa
alcalina). Transcurrida esta incubacién, la membrana fue lavada dos veces durante 15
min en 100 ml de tampodn de lavado para eliminar el exceso de anticuerpo no unido a la
sonda marcada. Posteriormente, el filtro fue equilibrado de 2-5 min en 20 ml de tampoén
de deteccion (C.1.3.). Por ultimo, la membrana fue incubada, en oscuridad, en una bolsa
de plastico sellada que contenia la solucién de desarrollo del color (C.I.3.). Como
consecuencia de la reaccion enzimatica, se formd un compuesto violeta unido a la sonda
ligada a la secuencia de ADN complementaria. Cuando el precipitado coloreado alcanzo
la intensidad deseada, la reaccion se detuvo lavando la membrana en agua Milli Q®.

C.I1.8. Técnicas para el estudio de proteinas

C.I1.8.1. Electroforesis de proteinas en geles desnaturalizantes de SDS-
PAGE

La electroforesis en geles desnaturalizantes de SDS permite separar las proteinas
presentes en un extracto en funciéon de su peso molecular. Una vez desarrollada la
electroforesis, la tincion del gel se realiza utilizando azul Coomassie que forma
complejos fuertes, aunque no covalentes, con las proteinas. La cantidad que se une de
este compuesto coloreado y, por tanto, la intensidad de color de las bandas aparecidas
es, aproximadamente, proporcional a la cantidad de proteina.
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Preparacion y corrida del gel

Los geles desnaturalizantes de SDS estin constituidos por dos porciones
diferenciadas que deben ser preparadas secuencialmente. La porcion inferior, gel
separador, se prepara en primer lugar y representa la fraccion del gel donde se producira
la separacion electroforética de las proteinas presentes en la muestra analizada y, por
tanto, es el segmento que se sometera al proceso de tincion. Por su parte, la porcion
superior, gel concentrador, constituye la zona del gel donde se produce el apilamiento
de las proteinas contenidas en el extracto para que se produzca una separacion
homogénea de las mismas en el gel separador. En este estudio, los geles de SDS-PAGE
utilizados para el andlisis de proteinas constaban de un gel separador al 17.5% de
acrilamida junto con un gel concentrador al 5% de acrilamida:

Componentes Gel separador (ml) Gel concentrador (ml)
30% Acrilamida 11.7 1.67

1% Bisacrilamida 1.47 1.3

IM Tris-HCI 6.7 (pH 8.7) 0.625 (pH 6.8)
10% SDS 0.2 0.1

Agua Milli Q¥ 0 6.28

10% Persulfato aménico 0.067 0.050
TEMED 0.0067 0.005

Los componentes de la solucion fueron mezclados en el orden indicado e
inmediatamente después de la adicion de los catalizadores de la polimerizacion
(TEMED vy persulfato amonico) la mezcla correspondiente al gel separador fue vertida
hasta que su nivel se situ6 a 2-3 cm del borde de las placas utilizadas para la
electroforesis. A continuacion, se adicioné suavemente agua Milli Q® para que el
menisco superior del gel quedase convexo. Una vez que el gel separador polimerizo, se
retird el agua que se habia incorporado y se adicion6 la mezcla del gel concentrador.
Tras la polimerizacion de la porcidon superior, el gel se transfirio a un tanque de
electroforesis vertical rellenado con tampoén de carrera (C.I.3.) y se cargaron las
muestras hervidas durante 10 min en el tampon de carga (C.I1.3.). La electroforesis de
los geles desnaturalizantes de SDS-PAGE se realiz6 a un amperaje constante de 30 mA,
hasta que el azul de bromofenol se salio del gel.

Tincion de geles desnaturalizantes de SDS con azul Coomassie

Finalizada la separacion electroforética de las proteinas, los geles fueron
incubados de un modo secuencial, en agitacion y a temperatura ambiente, en cuatro
soluciones para llevar a cabo su tincion. De este modo, el gel se mantuvo en la solucién
I (C.1.3.) durante una noche. A continuacion, se procedio al cambio de la solucion I por
la IT (C.1.3.) y el gel se incub6 en ella durante 8 h, momento en el que la solucién II fue
sustituida por la solucion III (C.I.3.) en la que se mantuvo durante una noche.
Posteriormente, la solucion III fue cambiada por la solucion IV (C.1.3.) en la que el gel
se destifio hasta que las zonas donde no habia proteinas quedaron transparentes.
Finalmente, los geles fueron secados sobre papel Whatman 3MM a 80°C durante 3 h en
un secador de geles.
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C.I1.8.2. Obtencion de proteinas recombinantes
C.I1.8.2.1. Induccion de las proteinas recombinantes con IPTG

Las células de E. coli BL21(DE3) Star fueron transformadas, como indica el
manual de Invitrogen Champion™ pET Direccional TOPO® Expression kit, con los
plasmidos de expresion cuyos genes estan bajo el control de la ARN polimerasa del
fago T7 que a su vez esta bajo el control del promotor lacUV5. La utilizacion de este
sistema permite obtener el producto de expresion del gen clonado en los vectores de la
serie pET como una proteina fusionada a una o a dos colas de 6 histidinas en el extremo
N y/o C-terminal. La presencia de la cola de histidina facilita la posterior purificacion
de la proteina recombinante mediante cromatografia de afinidad a través de agarosa-
niquel.

Se usé 1 ml de cultivo transformado por cada 50 ml de cultivo que se queria
inducir en medio LB con kanamicina, que fue incubado a 37°C y 200 rpm de agitacion
hasta alcanzar una DOggo de 0.5-0.8, momento en el que el cultivo se mantuvo durante
15 min a la temperatura a la que se iba a realizar la induccion, antes de adicionar IPTG a
una concentracion final de 1 mM. Cuando tiene lugar la induccion, la ARN polimerasa
del bacteriofago T7 es tan selectiva y activa que practicamente todos los recursos de la
célula hospedadora son destinados a la expresion del gen diana. Tras la adicion del
IPTG, el cultivo se incubd durante el tiempo y la temperatura adecuados, de acuerdo
con las condiciones Optimas de expresion establecidas en cada caso.

C.11.8.2.2. Preparacion de los extractos crudos de bacterias

Para la purificacion de las proteinas recombinantes se adaptd el protocolo
propuesto por el kit de Novagen para la purificacion de las proteinas recombinantes.
Dada la poca cantidad de proteina presente en la fraccion soluble, para obtener un
rendimiento adecuado fue necesario procesar 1 litro de cultivo en el caso de SixA y
PhoR1, mientras que se requirieron 6.5 y 10 litros de cultivo en el caso de Pph2 y
GlnA4, respectivamente.

A partir de cada cultivo de E. coli BL21(DE3) Star inducido con 1 mM de IPTG,
las células se recogieron por centrifugacion a 10000xg durante 10 min a 4°C y se
resuspendieron en tampoén fosfato 1X (C.1.3.), a razén de 2-10 ml por gramo de células
obtenidas. Las bacterias se rompieron para generar un lisado celular tras ser incubadas
durante 15 min a 30°C en presencia de 0.1 mg/ml de lisozima. Seguidamente se
adiciono a las muestras 1 mM de PMSF y 1 mM de benzamidina para, a continuacion,
pasar a ser sonicadas durante 5 min en pulsos de 30 seg, manteniéndolas siempre en
hielo. Tras este proceso, se obtuvo un extracto proteico crudo formado por una mezcla
de proteinas celulares entre las que se encontraba la proteina inducida. Las muestras se
centrifugaron a 14000xg durante 15 min dando lugar a un sedimento formado por el
material insoluble, mientras que el sobrenadante correspondia con la fraccion soluble.
Tras la separacion de ambas fracciones, se recuper6 la fraccion soluble y se conservo a

-20°C hasta proceder a la purificacion de la proteina mediante cromatografia de
afinidad.
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C.11.8.2.3. Purificacion de la proteina recombinante

La purificaciéon de la proteina recombinante se realizd por cromatografia de
afinidad en una columna suministrada por el kit HisTrap Kit de Amersham. Esta
columna porta cationes metalicos de niquel capaces de retener de forma selectiva a
proteinas portadoras de colas de histidina, como ocurre con las proteinas expresadas
durante este estudio a partir de los vectores de tipo pET. La capacidad de union de estas
proteinas a la columna depende de la concentracion de imidazol, quedando retenidas a
concentraciones bajas para después ser eluidas con altas concentraciones del compuesto.

La muestra de partida se paso a través de un filtro de 0.45 pm de Millipore, que
retuvo y eliminé el material particulado del extracto proteico, y se le adiciond 20 mM de
imidazol para bloquear la union inespecifica de proteinas a la columna. Tras equilibrar la
columna en solucion de unidn, se inyecté la muestra en la columna a través de una
jeringa, quedando retenida la proteina recombinante. Entonces, se lavd la columna de
nuevo con solucién de union y se procedid a eluir la proteina de forma secuencial
mediante el empleo de soluciones que presentaban concentraciones crecientes de
imidazol (40 mM, 60 mM, 100 mM, 300 mM y 500 mM) preparadas en tampon fosfato
1X (C.1.3.). La presencia de las proteinas purificadas se analiz6 mediante SDS-PAGE.

C.I1.8.3. Deteccion de proteinas recombinantes

Las proteinas recombinantes expresadas a partir de los vectores pET28a(+) o
pET200/D-TOPO portan una o dos colas de histidina en las regiones C y/o N-terminal, lo
que permite su deteccidon mediante el empleo de anticuerpos especificos Anti-His. Para
ello, las proteinas se transfirieron a un soporte sélido a partir de un gel SDS-PAGE
mediante Western blot y posteriormente se inmunodetectaron por colorimetria.

C.I1.8.3.1. Transferencia de proteinas, Western blot

Esta transferencia se llevd a cabo siguiendo el procedimiento descrito por
Burnette (1981). Para la realizacion del Western blot se utilizaron membranas de
difluoropolivinilideno (PVDF) que presentan un tamafio de poro de 0.45 pum y son
capaces de retener proteinas de mas de 10 kDa. Las incubaciones del gel y la membrana
en las distintas soluciones empleadas en esta técnica fueron realizadas, salvo en los
casos en los que se indica lo contrario, a temperatura ambiente y en agitacion.

Como primer paso de esta técnica, el gel desnaturalizante de SDS, que contenia
las muestras proteicas que se querian analizar, fue incubado durante 30 min a
temperatura ambiente en solucion de transferencia (C.1.3.). Mientras tanto, la membrana
de PVDF, de un tamafio ligeramente superior que el gel, fue sumergida en metanol
absoluto durante 15 seg y, seguidamente, lavada durante 2 min con agua Milli-Q®. A
continuacion, la membrana fue incubada durante 5 min en la solucion de transferencia.
Posteriormente, sobre la placa correspondiente al polo positivo del dispositivo de
transferencia, se depositaron cuatro piezas de papel Whatman 3MM del mismo tamafio
que la membrana, previamente humedecidas en solucion de transferencia. Sobre ellas se
depositd la membrana de PVDF y, a continuacién, se situd el gel de SDS-PAGE.
Seguidamente, fueron colocadas otras cuatro piezas de papel Whatman 3MM del mismo
tamafio que la membrana, también humedecidas en la soluciéon de transferencia.
Finalmente, se colocod la placa correspondiente al polo negativo del dispositivo de
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transferencia. La transferencia se realizé a 0.8 mA/cm? durante 90 min. A continuacion,
para comprobar la eficiencia de la transferencia, la membrana fue incubada durante 5
min en la solucién de transferencia y, seguidamente, tefiida con una soluciéon de Rojo
Ponceau (5%) y é4cido acético (1%) durante 1 min. Posteriormente, la membrana se lavo
con agua Milli-Q" hasta visualizar las proteinas y anotar las posiciones de los pesos
moleculares estandares. Seguidamente, para destefiir la membrana, se utiliz6 una
solucion de 0.1 N NaOH. En la siguiente etapa, la membrana fue bloqueada en
agitacion en el reactivo de bloqueo (C.1.3.) durante 2 h a temperatura ambiente o bien a
4°C durante toda la noche. Tras lavar la membrana tres veces durante 5 min con la
solucion de lavado (C.I.3.) se procedié a realizar la inmunodeteccion utilizando un
método colorimétrico.

C.11.8.3.2. Inmunodeteccion por colorimetria

Para detectar las proteinas fijadas a la membrana de PVDF, ésta se incubo
durante 2 h en tampon de dilucioén (C.1.3.) con el anticuerpo Anti-His G-AP cuando la
cola estaba fusionada en el extremo N-terminal o con el anticuerpo Anti-His (C-
term)/AP cuando lo estaba en el C-terminal (Invitrogen), ambos conjugados con
fosfatasa alcalina. A continuacion, el filtro se lavo 4 veces durante 5 min utilizando
solucion de lavado (C.1.3.). Seguidamente, la membrana se lavo una vez mas durante 5
min en TBS (C.I.3.) para eliminar los restos del detergente. A continuacion, la
membrana fue equilibrada durante 10 min en tampon de deteccion (C.1.3.). Finalmente,
para efectuar el velado, la membrana se incubd en una bolsa de pléstico sellada que
contenia la solucion de desarrollo del color (C.1.3.) y fue mantenida en oscuridad. Como
consecuencia de la reaccion enzimdtica, se form6 un compuesto violeta unido al
anticuerpo ligado a la proteina con la cola de His en la region N o C-terminal. Cuando el
precipitado coloreado alcanzo la intensidad deseada, la reaccién se detuvo lavando la
membrana en agua Milli Q.

C.I1.8.4. Medida de la concentracion de proteinas

La concentracion de proteinas presente en una muestra se determind mediante el
método de Bradford utilizando el reactivo Bio-Rad Protein Assay de Bio-Rad. Para ello,
se adicionaron los volumenes adecuados de proteina o extracto a un volumen final de 1
ml de reactivo de Bio-Rad diluido cinco veces en agua Milli Q®. Las medidas
espectrofotométricas de estas muestras se efectuaron a 595 nm tras 15 min de
incubacidn. La concentracion de las muestras analizadas se determino frente a una curva
patron de BSA. Para la obtencion de la curva patron y la determinacion de la
concentracion proteica se utilizo la aplicacion Cary Win UV Concentration Application
del espectrofotometro.

C.IL.8.5. Ensayo de autofosforilacion de PhoR1 (MXAN4778) y
desfosforilacion por SixA (MXAN4780)

El andlisis de la fosforilacion de PhoR1 se llevd a cabo mediante la
autofosforilacién in vitro de la proteina purificada en presencia de ATP radiactivo
marcado con P* en posicion y. Para ello se mezclaron 35 pl de PhoR1 purificada,
concentrada y dializada en el tampdn de dialisis I (C.1.3.) con 10 pl del tampén de
fosforilacion (C.1.3.), incorporando 5 pl de ATP marcado (10 uCi/ul), en un volumen
final de 100 pl. Cuando se tratd del extracto procedente de la fraccion soluble con
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PhoR1 inducido, se tomaron 10 ul de extracto, dializado en tampdn de dialisis I, con 2
pl del tampon de fosforilacion y 1 ul de ATP marcado (10 pCi/pl), en un volumen final
de 20 pl. En ambos casos, las muestras se incubaron a 30°C durante 10 min. En el caso
del extracto de PhoR1, la reaccion se detuvo mediante la incorporacion de 20 pl de
tampon de carga 2X (control 1), mientras que cuando se tratdé de la muestra
correspondiente a PhoR1 purificada, se dializé en tampon de dialisis II (C.1.3.). A
continuacion, se tomaron 10 pl de la mezcla y se le anadieron 10 ul de tampon de carga
2X (control 2). Después se tomaron otros 10 pl de la mezcla fosforilada de PhoR1 y se
incubaron durante 30 min a 30°C. Transcurrida esa incubacion se afiadieron 10 pl de
tampon de carga 2X (control 3). Al resto de mezcla de fosforilaciéon procedente de
PhoR1 purificada se le afiadieron 20 pl de SixA y se fueron tomando muestras de 12.5
pl a los 5, 10, 15 y 30 min de incubacion. A cada 12,5 pl de muestra extraidos se le
fueron afiadiendo 12.5 pl de tampén de carga.

Las muestras asi obtenidas se cargaron en un gel SDS-PAGE. Tras finalizar la
electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF y se procedi6 a
realizar la autorradiografia. Para ello, se colocé una pelicula fotografica sobre la
membrana dentro de un compartimento metalico sellado en oscuridad. A continuacion, se
introdujo a -80°C para minimizar la dispersion de la emisidon radiactiva y se dejo
impresionar la pelicula durante una noche. Finalmente, se procedié al revelado de la
pelicula en oscuridad para detectar el marcaje de la proteina con P*%. La incorporacién de
este grupo fosfato a PhoR1, a partir del ATP, conduce a la emision especifica de una
sefial radiactiva que impresiona la pelicula justo encima de la posicion que ocupa la
histidina quinasa PhoR1 en el filtro.

C.I1.8.6. Ensayo de actividad fosfatasa de Pph2 (MXAN4779)

Para efectuar la medida de la actividad fosfatasa de Pph2 se sigui6 el método
descrito por Weinberg y Zusman (1990) con ligeras modificaciones.

El procedimiento aplicado para las distintas determinaciones efectuadas fue el
mismo en todos los casos, diferenciandose unicamente en el tampon utilizado en
funcioén de las condiciones analizadas. Los tampones utilizados para la determinacion de
las distintas actividades fosfatasa se detallan en C.I.3. De este modo, a 100 pl del
tampon correspondiente se adicionaron 50 pl de pNPP [40 mM en tampon TM (C.1.3.)]
y 1-2.5 png de Pph2 6 150 pg de extracto de E. coli correspondiente a la fraccion soluble
con Pph2 inducida. En algunos casos, a la proteina purificada se le afiadio extracto de
M. xanthus concentrado correspondiente al crecimiento vegetativo. En todos los casos,
la mezcla resultante se incub6 a 37°C durante 30 min y, transcurrido el periodo de
incubacion, la reaccion se detuvo adicionando 3 ml de 0.1 M Na,CO;3 u 800 ul de 0.5 M
de tetraborato sodico. Este ultimo se emple6 en los casos en los que el metal utilizado
para la reaccion fue manganeso. A continuacion, se realizo la lectura colorimétrica a
410 nm de las muestras frente a un blanco sometido al mismo tratamiento pero en el que
el volumen de la proteina purificada o del extracto habia sido sustituido por un volumen
igual de tampon TM. Estas lecturas se realizaron utilizando la aplicacion Cary Win UV
Advanced Reads Application de la version 2.0 del software del espectrofotometro.

Teniendo en cuenta el valor de absorbancia de la muestra analizada y la

concentracion de la proteina, cuantificada segiin el protocolo desarrollado en C.I1.8.4.,
los valores de actividad fosfatasa especifica se determinaron segun la siguiente formula:
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172 Aaro
(ml)- (mg/ml)- (min)

Actividad especifica =

donde 772 deriva del coeficiente de extinciéon molar del p-nitrofenol y convierte la
densidad optica medida a 410 nm obtenida en los ensayos de las diferentes actividades
fosfatasa en nanomoles de p-nitrofenol producidos; ml es el volumen de muestra
empleado para la cuantificacion de la actividad; mg/ml es la concentracion de proteinas;
y min representa el nimero de minutos durante los cuales la muestra fue incubada a
37°C antes de detener la reaccion. En todas las medidas realizadas para determinar esta
actividad, esta etapa de incubacion se prolong6 durante 30 min. Finalmente, por tanto,
la actividad fosfatasa se expresa como nanomoles de p-nitrofenol producidos por min
por miligramo de proteina.

C.I1.8.7. Ensayo de actividad de GInA4 (MXANS5630)

C.I1.8.7.1. Actividad glutamina sintetasa determinada mediante el método de
transferencia

Para efectuar la medida de la actividad glutamina sintetasa de GInA4 se utiliz6
la reaccion de transferencia siguiendo el método descrito por Shapiro y Stadtman
(1970). Esta reaccion consiste en la produccion de y-glutamilhidroxamato y amonio, a
partir de glutamina e hidroxilamina, en presencia de ADP y arseniato potésico siguiendo
la siguiente reaccion:

Glutamina + Hidroxilamina » y-glutamilhidroxamato + amonio

Glutamina sintetasa

En el procedimiento empleado se prepar6 una mezcla de reaccion dos veces
concentrada por adicion de los siguientes compuestos en un volumen final de 25 ml: 2
ml de imidazol, 15 ml de glutamina, 1.5 ml de MnCl,, 2 ml de Na-ADP, 1 ml arseniato
potasico y 1.5 ml hidroxilamina (neutralizada, antes de ser adicionada a los otros
componentes de la mezcla, con 1.5 ml de 2 N NaOH) (C.L.3.). Una vez preparada, se
tomaron 0.5 ml de la mezcla 2X y se anadio la proteina GlnA4 y agua hasta un volumen
final de 1 ml. La mezcla asi preparada se incubd a 37°C durante 15 min y a
continuacion, la reaccion se detuvo mediante la adicion de 2 ml de solucion de parada
(C.I.3.). Finalmente, las muestras se midieron espectrofotométricamente a 540 nm.

La actividad glutamina sintetasa se expresa en nanomoles de hidroxamato
formados, por referencia de una curva estandar obtenida con vy-glutamilhidroxamato.
La concentracion de proteinas se determina segin el método indicado en C.II.8.5., para
expresar la actividad especifica como unidades por minuto por miligramo de proteina.

C.11.8.7.2. Actividad y-isopropilamida sintetasa determinada mediante el método
de biosintesis

Para la medida de actividad de GInA4 utilizando como sustrato isopropilamina
se empled el método de biosintesis, mediante el cual la enzima produce glutamina y
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libera ADP y fosfato inorganico, a partir de glutamato y amonio, en presencia de iones
manganeso y de ATP. No obstante, en este caso la determinacion de la actividad se
llevé a cabo sustituyendo el amonio por isopropilamina y afiadiendo NaCl a la mezcla
de reaccion siguiendo las recomendaciones descritas por de Azevedo et al. (2002).

Mn2+
Glutamato + Isopropilamina + ATP + NaCl » Glutamina + ADP + Pi

Glutamina sintetasa

Para efectuar esta medida se prepar6 1 ml de mezcla de reaccion dos veces
concentrada compuesta de: 0.1 ml de imidazol, 0.25 ml de Na-ATP, 0.2 ml de
glutamato sodico, 0.1 ml de MnCl; y 0.05 ml de NaCl (C.I.3.). A continuacion se
tomaron 90 pl de la mezcla de reaccion 2X y se adicionan 10 pl de isopropilamina
(C.I.3.). Seguidamente, se afiadio GInA4 (200 ng) y se completd el volumen de reaccion
hasta 200 pl con agua. Después, la mezcla de reaccion se incubd a 30°C durante 15 min.
La reaccion se detuvo mediante la adicion de 1.8 ml de reactivo de sulfato ferroso y, a
continuacion, se adicionaron 0.15 ml del reactivo de molibdato aménico (C.1.3.), la
mezcla se agitd vigorosamente y, finalmente, a los 2 min se determind el color
desarrollado a 660 nm.

La hidrolisis no enzimatica de ATP, asi como la contaminaciéon con fosfato
inorganico se analizé mediante una muestra que contenia todos los componentes de la
reaccion salvo el sustrato, es decir, isopropilamina.

La determinacion de la actividad se expresa en milimoles de fosfato inorganico
formados, por comparacion con una curva estandar de fosfato potasico, por mililitro de
reaccion.

C.I1.9. Interacciones proteicas mediante el sistema del doble hibrido de
levadura

C.11.9.1. Deteccion de interacciones

El sistema del doble hibrido de levadura Matchmaker (Clontech) estd basado en
GAL4 y permite identificar interacciones entre proteinas in vivo. En este sistema, la
proteina cebo se fusiona con el dominio de union al ADN de GAL4, mientras que la
proteina presa se fusiona al dominio activador de la transcripcion de GAL4. Si las
proteinas de fusion interactiian entre si, se restablece el contacto entre los dominios de
GAL4 y, por tanto, esta reconstruccion quimérica del activador transcripcional estimula
la expresion de los genes testigo, lo que permite su identificacion.

El sistema se basa en una seleccion de tipo nutricional para detectar la interaccion
entre proteinas, mediante el empleo de medios minimos deficientes en histidina y/o
adenina. La cepa de S. cerevisiae AH109 es auxodtrofa para estos aminoacidos y, por ello,
no es capaz de crecer en un medio minimo carente de histidina o adenina. Sin embargo,
la interaccion del cebo con la presa activa la expresion de los genes testigo HIS3 y ADE?2
dependientes de GAL4, permitiendo a la levadura crecer en medios minimos carentes de
ambos.
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En primer lugar, se transformé la cepa AH109 con los plasmidos que expresan el
cebo y la presa. Cada uno de estos vectores dispone de un marcador nutricional esencial
para seleccionar su incorporacion en la levadura. Asi, el vector pGBKT7 posee un gen
TRP1 y el vector pPGADT7 un gen LEU2. En el caso de las interacciones por parejas
entre dos proteinas conocidas, se cotransform6 de forma simultanea la levadura con los
plasmidos pGBK-cebo y pGAD-presa, y se sembrd en un medio minimo SDC TrpLeu’
para seleccionar la incorporacion conjunta de ambos plasmidos. Los transformantes
aparecieron tras incubar las placas a 30°C de 2 a 3 dias. En cambio, para el rastreo de la
genoteca se realizd una transformacién secuencial, incorporando primero el plasmido
cebo pGBK vy, tras seleccionar la cepa resultante en un medio minimo SDC Trp’, se
transformé a gran escala con los plasmidos pGAD, que portan los fragmentos
cromosOmicos procedentes de la genoteca de M. xanthus, en un medio minimo SDC Trp
LeuHis. Los transformantes que habian incorporado ambos plasmidos, y que
presuntamente interaccionaban, crecieron en este medio generando colonias al cabo de
unos 5 dias de incubacion a 30°C.

Para identificar interacciones proteicas, los transformantes seleccionados en los
medios minimos SDC Trp'Leu” o SDC TrpLeuHis’, se picaron en medio liquido SDC
TrpLeu” y se incubaron durante una noche a 30°C. A continuacién, se hicieron
diluciones decimales en 0.9% de NaCl hasta la dilucion 10 y se pusieron gotas de 10 pl
correspondientes a cada dilucion en los medios SDC Trp'LeuHis’, SDC TrpLeu'Ade” y
SDC Trp'LeuHis’Ade’. Estas placas se incubaron a 30°C durante al menos una semana.
La presencia de dos marcadores nutricionales, HIS3 y ADE2, permite controlar el nivel
de seleccion de la interaccion. Asi, la ausencia de histidina en el medio permite detectar
interacciones débiles, incapaces de prosperar en ausencia de adenina, cuya carencia s6lo
permite el crecimiento de levaduras poseedoras de interacciones muy fuertes entre el
cebo y la presa.

Para validar la interaccion entre las dos proteinas a partir de una cepa de levadura
presuntamente positiva, se recurrid al analisis de las actividades enzimaticas o y [-
galactosidasa desarrolladas por ella. Dado que la interaccion proteica activa también la
expresion de los genes lacZ y MELI, igualmente dependientes de GALA4, los presuntos
positivos se picaron en placas de medio SDC TrpLeu™ adicionado con el sustrato X-o-
Gal y se incubaron a 30°C durante al menos 2 dias. La produccion de una tonalidad
azulada por efecto de la actividad o-galactosidasa confirmé la veracidad de las
interacciones proteicas detectadas. La intensidad la interaccion entre ambas proteinas se
estableci6 a partir de la determinacion de la actividad B-galactosidasa siguiendo el
procedimiento descrito a continuacion.

C.I1.9.2. Determinacion cuantitativa de las interacciones proteicas
mediante el sistema del doble hibrido de levadura

C.11.9.2.1. Preparacion de extractos de S. cerevisiae

Las cepas de S. cerevisiae portadoras de los plasmidos con las proteinas
interaccionantes se inocularon en 5 ml de medio SDC Trp™ Leu” y se incubaron a 30°C
con 250 rpm de agitacion durante una noche. A continuacion, se afiadieron los 5 ml de
cultivo a un matraz de 50 ml con el mismo medio que se incubd durante 8 h hasta
alcanzar una DOgy proxima a 0.5. Las células fueron recogidas tras centrifugar a
10000xg durante 10 min a 4°C. Seguidamente, se resuspendieron en 200 pl de solucion
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de lisis de levaduras (C.1.3.) y se afiadieron 12.5 pl de 40 mM de PMSF. Posteriormente,
las células se rompieron por sonicacion durante 5 min en pulsos de 30 seg en presencia
de 0.2 g de bolas de vidrio de 0.45 mm de diametro (Sigma). Durante el tratamiento con
ultrasonidos, las muestras se mantuvieron en hielo para evitar la desnaturalizacion
producida por el calentamiento generado por la sonicacion. Tras completar este
tratamiento, se afiadieron otros 250 pl de solucidn de lisis de levaduras y se eliminaron
los restos celulares mediante centrifugacion a 13000 rpm durante 15 min a 4°C.
Finalmente, se recuper6 el sobrenadante para el ensayo de actividad enzimatica.

C.I11.9.2.2. Medida de actividad p-galactosidasa

La valoracion de la actividad B-galactosidasa se llevo a cabo afiadiendo 100 pl
del extracto obtenido a 0.9 ml de tampén Z/ME (C.1.3.). En el caso de la muestra
utilizada como control se sustituyeron los 100 ul del extracto por 100 pl de tampdn de
lisis (C.I.3.). La reaccion se inici6 tras afiadir 0.2 ml de tampon Z/ME con ONPG (o-
nitrofenil-B-D-galactosido; 4 mg/ml) y se incubod la mezcla a 33°C durante el tiempo
necesario para que la muestra adquiriera una tonalidad amarilla. Seguidamente, la
reaccion se detuvo adicionando 0.5 ml de 1 M Na,COs. A continuacién, se realizé la
lectura espectrofotométrica a 420 nm de las muestras frente al blanco sometido al
mismo tratamiento.

Finalmente, teniendo en cuenta la concentracion de proteinas, determinada

siguiendo el procedimiento descrito en C.I1.8.4., la actividad se determind de acuerdo
con la siguiente ecuacion:

377.77 x A420

Actividad especifica =
(ml) x (mg/ml) x (min)

donde 377.77 deriva del coeficiente de extincion molar del o-nitrofenol para las
condiciones ensayadas y convierte la densidad 6ptica medida a 420 nm obtenida en los
ensayos de actividad B-galactosidasa en nanomoles de o-nitrofenol producidos; m/ es el
volumen de extracto utilizado en la determinacion de la actividad; mg/ml es la
concentracion de proteinas de la muestra; y min representa los minutos durante los
cuales la muestra fue incubada a 33°C antes de detener la reaccion. Por tanto, la
actividad B-galactosidasa se expresa como nanomoles de o-nitrofenol producidos por
minuto por miligramo de proteina.

C.I1.10. Localizacion subcelular de proteinas

La localizacién subcelular de proteinas se estudié mediante la obtencion de
fusiones proteicas entre el extremo C-terminal de las fosfatasas y el extremo N-terminal
de una variante mejorada de la proteina verde fluorescente (EGFP).

Para la construccion de estas fusiones se empled el vector pMR2917. Este vector
contiene el gen de la EGFP y un fragmento de 1.38 kb de M. xanthus que carece de
actividad promotora y permite dirigir la integracion del plasmido por recombinacion
homologa. Ademas, contiene el promotor y la secuencia de union al ribosoma del gen
pil4 de M. xanthus. El gen pilA se expresa a niveles elevados durante el crecimiento
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vegetativo, especialmente en un fondo genético ApilS. Este vector también porta un gen
de resistencia a kanamicina que permite la seleccion de presuntos positivos. La
construccion de estas fusiones implico la clonacion de las regiones codificantes de las
proteinas en fase con el gen de la EGFP. Para ello, se amplificaron por PCR los genes
de ambas fosfatasas, empleando oligonucleo6tidos especificos que incorporasen el sitio
de restriccion Nhel, y como molde el ADN cromosomico de M. xanthus. El producto de
PCR se digiri6 con Nhel, al igual que el vector pMR2917, cuyos extremos fueron
desfosforilados con fosfatasa alcalina para evitar la aparicion de religados, y el producto
de PCR se clono en fase con el gen EGFP (Fig. 7).

Una vez construidos los plasmidos, se dializaron y se introdujeron por
electroporacion en la cepa de M. xanthus DK10415. Los plasmidos obtenidos poseian 3
regiones de homologia con el cromosoma de la mixobacteria [promotor de pil4 (1), gen
de la fosfatasa (2) y el fragmento de 1.38 kb (3)] de manera que se podian integrar, por
recombinacion homologa, por cualquiera de estas regiones y no en todos los casos la
construccion resultante era correcta. A partir de los presuntos positivos aparecidos en
medio CTT solido con kanamicina tras 5-7 dias de incubacidn, la correccion de la
construccion se comprobd mediante PCR con un oligonucledtido directo que anillaba al
final del promotor de pil4 y un oligonucledtido inverso que anillaba al principio del gen
de EGFP. Las construcciones correctas eran aquellas que aseguraran la integridad de la
construccion, es decir, el promotor de pilA, la fosfatasa diana y el gen de la EGFP. Una
vez seleccionada la construccion correcta se pudo visualizar la localizacion de las
proteinas fusionadas en las condiciones deseadas.

1kb
— fosfatasa
T m I ADN cromosomico
3
fosfatasa  EGFP Plasmido de fusion
Integraciéon por recombinaciéon homologa
Seleccién en medio con kanamicina
Jfosfatasa EGFP km
T N T
fosfatasa EGFP km fosfatasa
I N I —
km fosfatasa EGFP
[ - ANNY e —

Figura 7. Construccion de una fusion entre un gen de M. xanthus y el gen EGFP. La integracion
en el cromosoma de M. xanthus se puede producir por cualquiera de las 3 regiones sefialadas. Son
correctas las construcciones obtenidas como consecuencia de la recombinacion en la region del
promotor del gen pil4 (1) y en el fragmento de 1.38 kb sin actividad promotora (3).
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Las cepas de M. xanthus que portaban las construcciones fueron tratadas
siguiendo las indicaciones descritas por Welch y Kaiser (2001). Para ello las muestras se
cultivaron en medio CTT con kanamicina hasta una DOy entre 0.7 y 1. Para la
observacion de la localizacion subcelular durante el crecimiento vegetativo se depositd
una gota de 0.5 pl en medio CTT sélido depositado sobre un portaobjetos y se pasé a su
observacion inmediata mediante microscopia de fluorescencia. Cuando se tratd del ciclo
de desarrollo, el cultivo fue concentrado hasta una densidad celular de 5x10° células/ml.
Para evitar la excesiva sefial de fluorescencia originada como consecuencia de la
acumulacion de células durante la formacion de los cuerpos fructificantes, la cepa de M.
xanthus portadora de la construccion fue diluida en una proporcidén 1:50 con la cepa
DK10415 concentrada a la misma densidad celular. Una muestra de 1 ul de la mezcla
resultante fue depositada en medio TPM sélido situado sobre un portaobjetos. Las
preparaciones fueron incubadas a 32°C y observadas a las 8, 24 y 32 h, una vez
adicionando 1 pg/ml DAPI, en los microscopios de epifluorescencia Nikon (Melville,
NY) Eclipse E600, equipado con filtro Nikon Chroma 41017 Endow y cdmara digital
Nikon Coolpix 5000 o Cell R IX81.

C.I1.11. Estudio del perfil de expresion de genes de M. xanthus

La construccion de cepas portadoras de fusiones entre el gen lacZ de E. coli y un
gen de interés de M. xanthus permitio establecer tanto el momento como el nivel de
expresion del gen analizado a lo largo del ciclo de vida de esta bacteria. En primer
lugar, se llevo a cabo la construccién de la fusion para después pasar a realizar un
analisis cualitativo, que determinara las condiciones de expresion y, posteriormente, se
procedio a la cuantificacion del nivel de expresion.

C.I1.11.1. Construccion de una fusion entre un gen de M. xanthus y el
gen lacZ de E. coli

En las construcciones resultantes, el gen lacZ de E. coli queda bajo el control del
promotor del gen cuya actividad se quiere analizar, para lo cual es clonado en la misma
pauta de lectura. De este modo, cuando se expresa el gen de interés, se transcribe el gen
lacZ dando lugar a la producciéon de la proteina [B-galactosidasa, cuya actividad
enzimatica puede ser cuantificada.

1 kb

ADN cromosomico

Plasmido de fusion

Integracién por recombinacién homéloga
Seleccion en presencia de kanamicina

lacZ km gen

[ I — N * Cepa portadora de la fusion

Figura 8. Construccion de una fusion entre un gen de M. xanthus y el gen lacZ de E. coli.
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Para la construccion de estas fusiones se utilizéd el vector pKY481. Este vector
posee el gen lacZ de E.coli y un marcador de resistencia a kanamicina que permite la
seleccion de presuntos positivos. La construccion implico la clonacion de un fragmento
de unas 800 pb localizado delante del gen cuya expresion se deseaba analizar. Para ello,
se amplifico por PCR ese fragmento empleando oligonucle6tidos especificos que
incorporasen los sitios de restriccion deseados, y como molde el ADN cromosémico de
M. xanthus. El producto de PCR se digirié con las enzimas adecuadas, al igual que el
vector pKY481, y se clon6 en fase con el gen lacZ de E. coli (Fig. 8). Segln el caso, la
fusion con el gen /acZ del vector se realizé en el codon de inicio del gen de M. xanthus
o bien sobre los primeros codones del mismo.

Una vez finalizada la construccion, se procedid a su introduccion en la
mixobacteria mediante electroporacion del plasmido dializado. De este modo, la
incorporacion de la construccion al cromosoma de la cepa adecuada de M. xanthus se
debia producir mediante un tinico proceso de recombinacién asegurando, por tanto, la
integridad de la construccion realizada. Las células electroporadas fueron cultivadas en
medio CTT sélido con kanamicina, de modo que s6lo podrian crecer las bacterias que
hubiesen incorporado el plasmido. Transcurridos varios dias de incubacion a 30°C,
algunas de las colonias aparecidas en el medio con kanamicina fueron seleccionadas
como presuntos positivos y analizadas mediante Southern blot.

C.I1.11.2. Determinacion cualitativa de la actividad p-galactosidasa en
M. xanthus

Para efectuar esta determinacion, los medios sélidos utilizados para el analisis de
las distintas cepas fueron suplementados con X-gal y en ellos fue depositada una gota
de 10 pl de cultivo concentrado a una DOggo de 15. La aparicion de un precipitado de
color azulado en la zona donde se encontraban las células, como consecuencia de la
hidrélisis del X-gal por la accion de la enzima [-galactosidasa, fue indicativo del
momento de expresion de los genes analizados, mientras que la intensidad del color azul
permitid establecer una valoracion acerca del nivel de expresion de esos genes.

C.I1.11.3. Determinacion cuantitativa de la actividad B-galactosidasa
en M. xanthus

La cuantificacion de la actividad B-galactosidasa de las cepas de mixobacteria
portadoras de fusiones con el gen lacZ de E. coli se efectud siguiendo el procedimiento
descrito por Kroos et al. (1986).

C.I1.11.3.1. Preparacion de extractos de M. xanthus

Las bacterias cuyas actividades se querian medir fueron cultivadas en medio
liquido CTT con kanamicina a 30°C y 300 rpm de agitacion hasta que los cultivos
alcanzaron una DOgo de 1. Las células fueron recogidas mediante centrifugacion a
10000xg durante 10 min a temperatura ambiente y concentradas a una DOgyy de 15 en
TM (C.L.3.). Posteriormente, se sembraron en placas de medio solido adecuado (CTT,
CF, TPM o TM) a razén de 200 pl de cultivo por placa. Las placas se mantuvieron en
incubaciéon a 30°C y las células se recogieron a diferentes tiempos, conservando las
muestras a -20°C hasta su sonicacion. Para ello, las muestras fueron resuspendidas en
200 ul de tampén TM y sonicadas durante 5 min en pulsos de 30 seg. Durante la
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sonicacion, las muestras se mantuvieron en hielo. Para posibilitar su ruptura, las muestras
que contenian mixosporas se sonicaron en presencia de bolas de vidrio (Sigma), que
previamente habian sido equilibradas en tampon TM. Tras la sonicacion, las muestras
fueron centrifugadas a 12000 rpm durante 5 min a 4°C y el sobrenadante fue transferido
a un nuevo tubo y conservado a -20°C hasta el momento de efectuar la medida de la
actividad B-galactosidasa.

C.I1.11.3.2. Medida de actividad pB-galactosidasa

En primer lugar, se midid la concentracion de proteinas siguiendo el
procedimiento descrito en C.IL.8.5. A continuacidon, para la determinaciéon de la
actividad, se adicionaron de 30 a 50 pug del extracto a ensayar en 450 pl de tampon Z
con ONPG (1 mg/ml) (C.I1.3.) y se completd con tampén TM (C.1.3.) hasta obtener un
volumen final de 500 pl. Puesto que los extractos de M. xanthus presentan una tonalidad
amarillenta, al igual que el producto de la degradacion enzimatica del ONPG, se prepar6d
un lote paralelo de muestras en las que los 450 ul de tampén Z con ONPG fueron
reemplazados por 450 ul de tampon Z Ginicamente. En ambos casos, la mezcla resultante
se incubd a 37°C hasta que el desarrollo del color amarillo adquirié la intensidad
adecuada (0.6-0.9 de DOuyp) 0 hasta un periodo maximo de 3 h de incubacion, momento
en el que la reaccion se detuvo adicionando 0.5 ml de 1 M Na,COs;. Finalmente, se
realizd la lectura espectrofotométrica a 420 nm de las muestras, frente a blancos
sometidos al mismo tratamiento en los que el extracto que se queria analizar fue
reemplazado por 50 pl de tampén TM.

La actividad especifica, en nanomoles de o-nitrofenol (ONP) producidos por

minuto y por miligramo de proteina, se obtuvo siguiendo la ecuacion:

213 A4
(ml)- (mg/ml)- (min)

Actividad especifica =

donde 2173 deriva del coeficiente de extincion molar del o-nitrofenol y convierte la
densidad optica medida a 420 nm obtenida en nanomoles de o-nitrofenol producidos; m!/
es el volumen de extracto utilizado en la determinacion de la actividad; mg/ml es la
concentracion de proteinas de la muestra; y min representa los minutos durante los
cuales la muestra fue incubada a 37°C antes de detener la reaccion.

C.I1.12. Construccion y caracterizacion de mutantes de delecion

C.I11.12.1. Construccion de mutantes de delecion de M. xanthus

El primer paso para la obtencion de cepas de M. xanthus mutantes de delecion
fue la construccion de un plasmido portador de dicha delecion. Para ello, se clonaron
dos fragmentos de ADN cromosémico de M. xanthus de al menos 800 pb, uno situado
inmediatamente delante del gen que se queria delecionar y otro localizado
inmediatamente detras del gen de interés, manteniendo la pauta de lectura y conectados
por un sitio de restriccion (Fig. 9). Estos fragmentos se amplificaron por PCR con
oligonucleotidos especificos que portaban las secuencias reconocidas por las enzimas de
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restriccion adecuadas, y se clonaron en el vector pBJ113 digerido con las mismas
enzimas. El vector, ademas de contener un marcador seleccionable de resistencia a
kanamicina, incluye el gen de la galactoquinasa (ga/K), lo que provoca sensibilidad a la
galactosa.

A continuacion, la cepa silvestre de M. xanthus se electropord con el plasmido
portador de la delecion dializado y los intermediarios merodiploides, que se obtuvieron
en CTT soélido con kanamicina tras 5 a 7 dias de incubacion a 30°C, fueron analizados
mediante Southern blot. Una vez seleccionado el intermediario correcto, se sembro
secuencialmente en medio CTT sdlido y liquido sin kanamicina, durante un dia en cada
caso, para permitir la pérdida del plasmido por recombinacion homoéloga. A partir del
cultivo liquido, se realizaron diluciones en medio CTT liquido hasta la dilucién 10™ y
100 pl de estas diluciones fueron depositados en 4.5 ml de CTT blando y plaqueados en
CTT solido con galactosa. Tras 5-7 dias de incubacion, las colonias resultantes de las
diluciones se picaron en paralelo en medio CTT soélido con kanamicina y en medio CTT
solido con galactosa para seleccionar las que eran capaces de crecer en presencia de
galactosa y no de kanamicina. Estas colonias se analizaron mediante Southern blot para
diferenciar las que habian revertido a silvestre de los mutantes de delecion.

1kb

ADN cromosémico

Plasmido de delecion

l Integracion por recombinacién homéloga

galk km

gen
N TN—f N\t I Intermediario merodiploide

l Crecimiento en ausencia de kanamicina

galk

km

en

9
Seleccion en medio con galactosa \e;leccmn en medio con galactosa
gen

Cepa silvestre Mutante de delecion

Figura 9. Obtencion de una cepa de M. xanthus portadora de una delecion. La recombinacién se
puede dar en el primer fragmento de 800 pb (amarillo) o en el segundo (verde) dando lugar a la
incorporacion del plasmido en el cromosoma. En la imagen solo se representa una de las dos
posibilidades.
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C.I1.12.2. Caracterizacion de mutantes de delecion
C.I1.12.2.1. Crecimiento vegetativo en medio liquido

El estudio de la curva de crecimiento se realiz6 como parte de la caracterizacion
de las cepas portadoras de deleciones para diferentes genes por comparacion con el
crecimiento de la cepa silvestre DZF1.

Para ello, las bacterias fueron inoculadas en tubos que contenian 5 ml de medio
CTT liquido e incubados a 30°C en agitacion (300 rpm) durante una noche.
Transcurrido el periodo de incubacion, se determind la DOgoo de los cultivos y, a
continuacion, las muestras fueron diluidas en tubos que contenian 5 ml de medio CTT
liquido hasta una DOgoy de partida de 0.05. Tras unos instantes de agitacion, se tomo
una primera medida para determinar el valor de absorbancia correspondiente al tiempo 0
de cada una de las cepas analizadas. Periddicamente se tomaron medidas de los cultivos
para determinar su DOgg en el espectrofotometro Spectronic 20D+.

El estudio del efecto del CCCP sobre el crecimiento de M. xanthus, se realizod
mediante la adicion de este compuesto en distintas concentraciones a cultivos que
presentaban una DOggy de partida de 0.05. El crecimiento experimentado para cada cepa
se valord, tras 24 h de incubacién a 30°C y 300 rpm de agitacion, mediante la
determinacion de su DOgy en el mismo espectrofotometro.

C.11.12.2.2. Movilidad por deslizamiento

El andlisis del deslizamiento de las mixobacterias mutantes se determino
mediante la observacion de su desplazamiento a lo largo del tiempo sobre la superficie de
un medio so6lido, en comparacion con la bacteria silvestre. Para ello, un cultivo crecido
de cada cepa a una DOgo de 1 fue centrifugado a 10000xg durante 10 min a temperatura
ambiente, para concentrarlo en tampon TM (C.1.3.) a una DOgg de 15. Posteriormente, se
depositaron en el centro de placas Petri de 5.5 cm de diametro, que contenian 8 ml de
medio so6lido, gotas de 10 ul de estos cultivos concentrados.

Para el analisis de la movilidad aventurera se emplearon los medios CTT, CYE y
3/5 CTT (con 0.6% de Bacto-casitona) suplementados con 1.5% de agar, mientras que
estos mismos medios fueron adicionadas con 0.4% de agar para el estudio de la
movilidad social. El resultado se obtuvo midiendo el didmetro de la colonia tras incubar
las muestras durante una semana.

C.I1.12.2.3. Fenotipo durante el ciclo de desarrollo

El andlisis fenotipico de las cepas mutantes de M. xanthus durante el ciclo de
desarrollo se llevd a cabo tras sembrar las bacterias en medios de cultivo pobres en
nutrientes, capaces de inducir el desarrollo multicelular en M. xanthus y tomando como
control a la bacteria silvestre DZF1. Para ello, un cultivo crecido a una DOgoo de 1 de
cada cepa de M. xanthus se centrifugd a 10000xg durante 10 min a temperatura
ambiente. Las células recogidas, se lavaron con tampon TM (C.1.3.) y, tras ser
centrifugadas en las mismas condiciones anteriores, se resuspendieron en TM a una
DOgoo de 60 y 15. A continuacion, se tomaron 10 pl del cultivo concentrado y se
depositaron en forma de gota sobre placas de 5.5 cm de didmetro con 8§ ml de medio CF,
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TPM o TM. Las muestras fueron incubadas a 30°C y se siguid a la lupa de forma
periodica el transcurso del ciclo de desarrollo de cada cepa hasta las 96 h de incubacion,
tomando imagenes a lo largo del tiempo.

C.I1.12.2.4. Recuento de esporas

Las cepas de mixobacteria cuyas esporas se deseaban recontar fueron cultivadas
en medio CTT liquido a 30°C y 300 rpm de agitacion hasta que los cultivos alcanzaron
una DOggo de 1. En ese instante, las células fueron recogidas mediante centrifugacion a
10000xg durante 10 min a temperatura ambiente. El sedimento obtenido fue lavado en
tampon TM (C.1.3.). Tras una nueva centrifugacion, el cultivo fue concentrado en TM
hasta una DOgpp de 15 y diseminado en placas que contenian el medio de cultivo
inductor del desarrollo a razon de 200 ul por placa, distribuidos en 10 gotas. Las placas
fueron incubadas a 30°C y transcurridas 24, 32, 48, 72 y 96 h, se recogieron muestras
raspando la superficie del medio. A continuacién, se procedidé a su sonicacion para
eliminar los bacilos presentes en las mismas y dispersar las esporas que se encontrasen
agregadas. Para ello, las muestras fueron recogidas en 200 pl de tampéon TM vy
sonicadas durante 1.5 min en pulsos de 30 seg. Antes de proceder a su recuento, las
muestras sonicadas fueron diluidas 10 veces en tampén TM en el caso de extractos
recogidos tras 32 y 48 h de incubacion en medio de desarrollo, 6 100 veces en el mismo
tampon cuando se trataba de muestras recogidas tras 72 y 96 h de incubacion. El
recuento se efectud en una cadmara Petroff-Hausser. El resultado del recuento se expreso
como numero de esporas/placa.

C.I1.12.2.5. Germinacion de esporas

Para determinar el porcentaje de esporas viables, efectuado siguiendo el
procedimiento descrito por Wu et al. (1998), se utilizaron los mismos extractos
empleados para efectuar el recuento de esporas. Las muestras sonicadas fueron
descongeladas a temperatura ambiente, incubadas en un bafio a 50°C durante 2 h y, a
continuacion, sonicadas durante 30 seg. El objetivo de esta sonicacion era dispersar las
esporas que se encontrasen agrupadas.

Posteriormente, las muestras fueron diluidas 1:100000 en tampén TPM (C.1.3.) y
50 ul de muestra diluida fueron adicionados a 5 ml de medio CTT blando mantenido en
sobrefusion en un bafio a 50°C. Tras homogeneizar la muestra, el medio semisélido se
distribuyd uniformemente sobre una placa de 20 ml de CTT. Las placas fueron
incubadas a 30°C vy, finalmente, el nimero de esporas viables fue determinado en
funcion del namero de colonias aparecidas tras 7 dias de incubacion. La eficiencia de la
esporulacion, por su parte, fue calculada dividiendo el numero de esporas viables entre
el nimero de esporas recontadas en la muestra de partida.

102



D. RESULTADOS






Resultados

D.IL BQSQUEDA Y ANALISIS BIOINFORMATICO DE LAS
PROTEINAS FOSFATASAS CODIFICADAS EN EL GENOMA DE
Myxococcus xanthus

Como se ha comentado en la Introduccion, las fosfatasas se agrupan en 4
superfamilias en funcion de su secuencia: fosfoproteinas fosfatasas (PPP), proteinas
fosfatasas dependientes de Mg*" o Mn*" (PPM), fosfotirosina fosfatasas (PTP) dentro de
las cuales se incluyen las familias fosfotirosina fosfatasas convencionales (CPTP) y
fosfotirosina fosfatasas de bajo peso molecular (LMMPTP) y, por otro lado, polimerasa e
histidinol fosfatasa (PHP), que incluyen tirosina fosfatasas dependientes de Mn”" (Shi et
al., 1998; Morona et al., 2002).

El primer objetivo de este trabajo fue la identificacién de genes que codifican
fosfatasas en el genoma de Myxococcus xanthus. La estrategia de busqueda empleada
consistid en confrontar la secuencia consenso de cada superfamilia de fosfatasas,
definida por la base de datos Pfam (Finn et al., 2008), frente a la secuencia del genoma
de M. xanthus utilizando el programa BLASTP (Altschul ef al., 1997). Posteriormente se
validdé manualmente el resultado obtenido comparando las supuestas fosfatasas
identificadas de M. xanthus con fosfatasas de otros organismos presentes en las bases de
datos.

Este analisis revel6 la presencia en el genoma de M. xanthus de proteinas
pertenecientes a las 4 superfamilias de fosfatasas, un hecho que acontece en muy pocos
procariotas, siendo los miembros de la superfamilia PPP los mas abundantes. El numero
total de genes que codifican proteinas fosfatasas es de 34, lo que corresponde,
aproximadamente, a un tercio de las quinasas que posee esta bacteria (99). Sin embargo,
que el nimero de fosfatasas sea menor que el de quinasas es un hecho extendido en la
mayoria de organismos, procariotas y eucariotas (Kennelly, 2002).

De los 34 genes que codifican fosfatasas s6lo 4 parecen formar parte de un
operon con genes que cifran quinasas: tres de estos genes codifican fosfatasas de la
superfamilia PPP y uno de la superfamilia PPM.

Por otro lado, las 4 fosfotirosinas fosfatasas de M. xanthus se encuentran
agrupadas en el primer cuarto del genoma, a diferencia del resto de fosfatasas
pertenecientes a las superfamilias PPP y PPM, las cuales se distribuyen a lo largo del
mismo (Tabla 13).

D.I.1. Superfamilia PPP

En M. xanthus se encontraron solo dos genes que codifican fosfatasas de tipo PPP
con los tres motivos definidos para esta superfamilia (Shi et al., 1998; Zhang y Shi,
2004), las codificadas por MXAN1509 y MXANS5467. Sin embargo, todas las fosfatasas
pertenecientes a esta superfamilia presentan el Pfam de metalofosfatasas (PF00149), el
cual no viene definido exactamente por las secuencias conservadas definidas por Shi y
colaboradores. Los residuos conservados en las metalofosfatasas estan implicados en la
unidn de metales requerida para la desfosforilacion (Egloff ef al., 1995).
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El analisis del genoma de M. xanthus revel6 33 genes que codifican proteinas con
el Pfam de metalofosfatasas. Este Pfam engloba también a nucleotidasas, esfingomielina
fosfodiesterasas, 2’-3’AMPc fosfodiesterasas y nucleasas, lo que dificulta Ia
determinacion del nimero exacto de fosfatasas de tipo PPP. Seis de las 33 proteinas
presentan el dominio metalofosfatasa junto con un dominio nucleotidasa, de modo que
estas proteinas poseeran actividad nucleotidasa (MXAN2236, 2661, 4313, 5325, 5361 y
6266), razon por la que no fueron consideradas en este estudio.

MXAN2579 codifica una proteina multidominio con un dominio PKD en el
extremo C-terminal, implicado en las interacciones proteina-proteina y proteina-
carbohidrato. Este dominio suele presentar una localizacion extracelular. De hecho,
MXAN2579 posee una secuencia péptido sefial, de modo que sera secretada al espacio
periplasmico, razén por la que fue excluida como fosfatasa perteneciente a la
superfamilia PPP.

Finalmente, la proteina cifrada por el gen MXANO0958 muestra gran similitud con
la subunidad C de exonucleasa Sbc. Ademas, este gen se localiza junto a un gen que
codifica una proteina con similitud con la subunidad D del mismo tipo de exonucleasa.
Por estas dos razones este gen también se excluy6 del andlisis.

Los 25 genes restantes pueden codificar Ser/Thr fosfatasas. Estas proteinas de M.
xanthus presentan la mayoria de los residuos implicados en la union de los metales
cataliticos, por lo que podrian tener actividad fosfatasa. El tamafio de las proteinas
codificadas por dichos genes oscila entre 217 y 485 residuos (Tabla 13). So6lo 5 de las 25
proteinas presentan regiones transmembrana en la porcién N-terminal, lo que indica que
deben estar ancladas a la membrana con el dominio catalitico localizado en el
citoplasma. El resto de proteinas fosfatasa de este tipo se localiza en el citoplasma de M.
xanthus (Tabla 13).

D.1.2. Superfamilia PPM

Como se ha mencionado en la Introduccion, esta superfamilia incluye a las
familias PP2C y SpollE.

En el genoma de M. xanthus hay 4 genes que poseen el Pfam de fosfatasas de tipo
PP2C (PF00481) (Tabla 13). Tres de ellas poseen un tamafio que va de 247 a 265
aminoacidos, coincidente con el tamafio del dominio PP2C, mientras que la fosfatasa
MXAN4398, de 442 aminodcidos, posee un motivo de union de nucledtidos ciclicos
NMPc (PF00027) localizado en el extremo C-terminal y el dominio PP2C en el extremo
N-terminal.

Por su parte, inicamente se identificé un gen que codifica una fosfatasa de tipo
SpollE (PF07228), MXAN4562 (Tabla 13). Esta fosfatasa de M. xanthus posee una
arquitectura multidominio, con un dominio HAMP en el centro de la proteina y el
dominio SpollE en el extremo C-terminal. Ademads se encuentra anclada a la membrana.
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Tabla 13. Proteinas fosfatasas en el genoma de M. xanthus.

Resultados

Superfamilia Familia Gen Tamaiio (aa) Localizacion
MXAN1412 247 Citoplasma

MXAN2044 254 Citoplasma

PPM PP2C MXAN4398 442 Citoplasma
MXANS5349 265 Citoplasma

SpollE MXAN4562 521 Membrana

MXANO0149 417 Citoplasma

MXANO0267 367 Citoplasma

MXANO0344 245 Citoplasma

MXANO0414 379 Membrana

MXANO555 276 Citoplasma

MXANO888 465 Membrana

MXANI1272 290 Citoplasma

MXAN1509 235 Citoplasma

MXAN2613 310 Citoplasma

MXAN3577 485 Citoplasma

MXAN3722 260 Citoplasma

MXAN4086 398 Membrana

PPP MXAN4207 399 Membrana
MXAN4514 375 Citoplasma

MXAN4779 316 Citoplasma

MXAN4882 234 Citoplasma

MXAN5131 256 Citoplasma

MXANS5467 339 Citoplasma

MXAN6076 217 Citoplasma

MXANG6105 276 Citoplasma

MXANG6383 426 Membrana

MXANG6543 336 Citoplasma

MXAN6890 389 Citoplasma

MXANG6972 300 Citoplasma

MXANT7163 230 Citoplasma

MXANO0419 214 Citoplasma

CPTP MXANO0448 193 Citoplasma

PTP MXAN1665 237 Membrana
LMMPTP MXANO0575 135 Citoplasma

107




Resultados

D.1.3. Superfamilias PTP

Esta superfamilia también engloba dos familias de tirosina fosfatasas, CPTP y
LMMPTP (Shi et al., 1998).

En el genoma de M. xanthus hay 3 genes que codifican fosfatasas pertenecientes a
la familia CPTP que muestran el Pfam de fosfatasas con especificidad dual (PF00782).
Dos de ellas se localizan en el citoplasma, mientras que la tercera estd anclada a la
membrana a través de dos regiones transmembrana localizadas en el extremo N-terminal
(Tabla 13).

Por otro lado, tan so6lo se identificé una proteina perteneciente a la familia
LMMPTP (PF01451), cuya localizacion es citoplasmatica (Tabla 13).

D.1.4. Superfamilia PHP

En el genoma de M. xanthus se han identificado 7 genes que codifican proteinas
con el Pfam PHP (PF02811). Pero este Pfam engloba ademas de tirosina fosfatasas
dependientes de metal, a la subunidad a de la ADN polimerasa III, familia X ADN
polimerasa e histidinol fosfatasa (Aravind y Koonin, 1998), por lo que el conocimiento
del niimero exacto de proteinas fosfatasas de este tipo resulta complicado, como ocurre
con la superfamilia PPP. Cuatro de las 7 proteinas identificadas (MXAN2739, 2757,
3697 y 4715) carecen de los residuos altamente conservados presentes en este tipo de
proteinas, por lo que fueron descartadas como fosfatasa PHP.

Por su parte, MXAN3982 y MXANS5844 codifican proteinas multidominio, ya
que poseen, ademas del dominio PHP, un dominio subunidad a de la ADN polimerasa
I, por lo que podrian formar parte de esta polimerasa bacteriana y no actuar como
tirosina fosfatasas.

La proteina restante, codificada por el MXAN4427, podria ser una tirosina
fosfatasa perteneciente a la superfamilia PHP ya que presenta los 4 motivos conservados
y la mayoria de los residuos absolutamente conservados presentes en este tipo de
enzimas, pero no esta claro por lo que no se considerd en este analisis.

D.II. ESTUDIO DEL PERFIL DE EXPRESION DE GENES QUE
CODIFICAN FOSFATASAS DE M. xanthus

Una vez completado el andlisis bioinformatico de los genes que cifran fosfatasas
en el genoma de M. xanthus, se seleccionaron 5 de ellas pertenecientes a las
superfamilias PPM, PPP y PTP, eligiendo proteinas de membrana y citoplasmaticas, con
el objetivo de tener una muestra representativa (Tabla 14). Para efectuar este analisis, la
estrategia seguida fue la construccion de fusiones entre cada uno de los genes que
codifican estas fosfatasas y el gen lacZ de Escherichia coli.
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Tabla 14. Caracteristicas principales de las fosfatasas seleccionadas para su analisis a lo largo del
ciclo de vida de M. xanthus.

- . . ., | Tamafo
Superfamilia | MXAN | Homologia Pfam Localizacion (Aa)
Ser/Thr SpollE
PPM 4562 fosfatasas (5.3¢-49) Membrana 591
0888 Ser/Thr Metalofosfatasa Membrana 465
PPP fosfatasas (5.1e-15)
Ser/Thr Metalofosfatasa
4779 fosfatasas (8.1e-13) Soluble 313
0448 Fofljzsas Eflﬁzlcl(gzlga)‘d Soluble 193
PTP
Fosfatasas Tyr fosfatasa
1665 dual (2e-3) Membrana 237

La obtencion de estas fusiones se llevo a cabo como se detalla en Material y
Meétodos (C.I1.11.1.) y los oligonucledtidos empleados para cada fusion se muestran en la
Tabla 5. Las fusiones se efectuaron en el codon de iniciacion en el caso de las fosfatasas
MXANO888 y 4779, sobre los primeros aminoacidos en la fusion de MXAN0448 y justo
delante de los dominios fosfatasa en MXAN4562 y 1665. Los productos de PCR
obtenidos fueron digeridos con Xhol-BamHI para MXANO888 y 4779 y Kpnl-BamHI
para el resto de fusiones. El vector empleado en todos los casos fue pKY481 digerido
con las mismas enzimas de restriccion que los productos de PCR correspondientes. Los
plasmidos obtenidos se denominaron pKY-SpollE, pKY-888, pKY-Pph2, pKY-448 y
pKY-1665, y las cepas de M. xanthus portadoras de cada fusion, obtenidas tras la
electroporacion de estos pldsmidos y analizadas mediante Southern blot (Fig. 10), se
denominaron SpollELZ, 888LZ, Pph2LZ, 448LZ y 1665LZ para MXAN4562, 0888,
4779, 0448 y 1665, respectivamente.

En cada una de las cepas de M. xanthus portadoras de fusiones /acZ, la sintesis de
la enzima [-galactosidasa solo se produce cuando se activa la expresion del gen
fusionado, de manera que la actividad desarrollada en cada momento se correlaciona de
forma directa con el nivel de expresion de la fosfatasa analizada. Por tanto, para
establecer el patrén de expresion de cada gen, se determind la actividad B-galactosidasa
presentada por la cepa portadora de la fusion a lo largo del ciclo de vida de M. xanthus.

La actividad B-galactosidasa de cada una de las cepas se analizd de forma
cualitativa, siguiendo el procedimiento descrito en C.II.11.2., tanto durante el
crecimiento vegetativo, en medio CTT, como durante el ciclo de desarrollo, en los
medios CF, TPM y TM, suplementados en todos los casos con el sustrato X-gal. El
desarrollo de una tonalidad azulada tras la modificaciéon de este compuesto por la
enzima [-galactosidasa sirvio como indicador para conocer el perfil y grado de
expresion del gen de cada fosfatasa a lo largo del ciclo de vida de M. xanthus.
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SpollELZ 888LZ Pph2LZ 448L7Z 1665LZ
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Digestion: Sa/l Digestion: BamHI Digestion: Smal Digestién: BamHI Digestion: Sacl
Sonda: SpollELZ Sonda: 888LZ Sonda: Pph2LZ Sonda: 448LZ Sonda:1665LZ
DZF1: 6.4 kb DZF1: 15.5 kb DZF1:1.3kb DZF1:18.3 kb DZF1: 54 kb
SpollELZ: 5.7kb +9.8 kb 888LZ: 6.9 kb + 17.7 kb Pph2LZ: 10.5 kb 448LZ: 9.6 kb +17.8kb 1665LZ: 3.4 kb +11.2 kb

Figura 10. Analisis mediante Southern blot de las cepas portadoras de fusiones lacZ con los genes
de las fosfatasas de M. xanthus. En todos los casos, en la primera calle se analiza el cromosoma de
la cepa silvestre y en la segunda el de la cepa portadora de la fusion. Se indica la fusion de que se
trata, la digestion realizada para la comprobacion, la sonda empleada y el tamafio de los
fragmentos esperados para el silvestre y las fusiones. El tamafio del estandar se muestra en kb.

Como se puede observar en la Fig. 11, los genes codificantes de las fosfatasas
SpollE (gota 1), Pph2 (gota 3) y MXANO0448 (gota 4) se expresan tanto durante el
crecimiento vegetativo como durante el ciclo de desarrollo. Por el contrario, los genes de
las fosfatasas MXANO888 (gota 2) y MXANI1665 (gota 5) no se expresan en las
condiciones analizadas, o alcanzan unos niveles de expresion indetectables con esta
técnica.

Durante el crecimiento vegetativo, la expresion de los genes que codifican las tres
fosfatasas comienza a detectarse a las 8 horas de incubacion, pero los niveles de
expresion alcanzados por spollE (Fig. 11, gota 1) parecen ser ligeramente superiores a
los de los otros dos genes, cuyos perfiles de expresion se muestran muy similares a lo
largo del tiempo en este medio (Fig. 11, gotas 3 y 4).

Con respecto al ciclo de desarrollo, se aprecian diferencias en los patrones de
expresion en los tres medios analizados: CF, TPM y TM. Conviene recordar que estos
medios se diferencian en la cantidad de nutrientes presentes (C.1.2.2.). Como se observa
en la Fig. 11, en el medio CF los tres genes cuya expresion es detectable se expresan a
partir de las 8 horas de incubacion, pero los niveles alcanzados son diferentes. Asi, el
gen pph2 (gota 3) muestra el nivel de expresion superior, mientras que MXAN0448
(gota 4) presenta cualitativamente la actividad p-galactosidasa menos acentuada,
manteniéndose estas diferencias a lo largo del tiempo. En el caso de los otros dos
medios del desarrollo, TPM y TM, la situaciéon es muy similar en ambos. En estas
condiciones s6lo se detecta expresion de spollE (gota 1) y pph2 (gota 3), mientras que
el gen MXANO0448 (gota 4) no muestra expresion. Al igual que en el medio CF, los
genes de las fosfatasas que se expresan lo hacen transcurridas 8 horas del ciclo de
desarrollo y los niveles de actividad B-galactosidasa alcanzados por pph2 (gota 3) son
superiores a los del gen spollE (gota 1), aunque en estos medios las diferencias de
expresion entre los genes que cifran ambas fosfatasas son mas marcadas.
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Medio CTT Medio CF
1 : s o 1
2 2
3 O 3
4 O O 4
5 5
8h 24 h 48h 96h 8h 24 h 48h 96h
Medio TPM Medio TM
1 1
2 2
3 3
4 4
5 5
8h 24 h 48h 96h 8h 24 h 48h 96h

Figura 11. Actividad B-galactosidasa durante el crecimiento vegetativo (medio CTT) y el ciclo de
desarrollo (medios CF, TPM y TM) de las cepas portadoras de fusiones lacZ con cinco genes para
fosfatasas de M. xanthus: 1) SpollELZ, 2) 888LZ, 3) Pph2LZ, 4) 448LZy 5) 1665LZ.

Las proteinas MXANO0448 perteneciente a la familia CPTP, MXAN4562
(SpolIE) miembro de las fosfatasas de tipo PPM y MXAN4779 (Pph2: Phosphoprotein
phosphatase 2) de la superfamilia PPP, presentan varios aspectos de relevancia, razon
por la que se eligieron para su caracterizacion. La fosfatasa MXANO0448 se selecciond
porque la fosforilacion y desfosforilacion en residuos de tirosina no se ha esclarecido en
mixobacterias y so6lo existen 3 proteinas de este tipo en esta bacteria. Por su parte, la
fosfatasa SpollE es la tnica proteina de este tipo en M. xanthus. Ademads, es una
proteina de membrana cuyo gen codificante aparece en el mismo operon que el gen de
la proteina quinasa PskAl12 (MXAN4557), cuyo mutante muestra bloqueado
completamente el ciclo de desarrollo (Inouye et al., 2008) y es posible que ambas
proteinas participen en la misma via de transduccion de sefiales, controlando el mismo
proceso. Con respecto a la fosfatasa Pph2, se eligio porque el gen pph2 forma parte del
mismo operdn que el sistema regulador de dos componentes phoPR1 caracterizado por
nuestro grupo. Este sistema se expresa durante el crecimiento vegetativo, pero aumenta
sus niveles considerablemente durante el ciclo de desarrollo y regula la expresion de
mas de 18 genes, fundamentalmente implicados en el metabolismo energético (Carrero-
Lérida, 2004). A las razones anteriores hay que anadir que los genes que cifran las tres
fosfatasas seleccionadas se expresan en las condiciones analizadas. Por ello, se
prosiguid con la caracterizacion de solo estas tres fosfatasas.
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D.III. CARACTERIZACION DE LA TIROSINA FOSFATASA
MXANO0448

Tras la identificacion inicial que indicaba que el gen MXANO0448 codifica una
fosfatasa con especificidad dual perteneciente a la superfamilia PTP que se expresa
tanto durante el crecimiento vegetativo como durante el ciclo de desarrollo, se procedio
a un analisis detallado de la proteina. Este estudi6 se realiz6 para, por un lado, confirmar
el resultado inicial mediante la comparacion de MXANO0448 con otras fosfatasas de la
superfamilia PTP caracterizadas y depositadas en las bases de datos y, por otra parte,
tratar de determinar su posible funcion en M. xanthus.

D.III.1. Analisis de las secuencias nucleotidica y aminoacidica de
MXANO0448

En la Fig. 12 se muestra la secuencia de nucledtidos del gen MXAN0448 de M.
xanthus, asi como la secuencia deducida de aminoacidos de la proteina codificada por
dicho gen.

TGCGTTCGGTGGTGGGCTCGCCGGTGACGTACCTGCACCGGGCGGTGCTGGAGCGT GAGGGCAAGGCACCGGT GACGGGGCTGATGGAAGTGACGCTCG
AGGGCGACiGTG AGT TTT GCT TTG CTG CGG GAA GTG CAC CAC GTG CCG GGT GTG CGC GGC TGG GTG
Met Ser Phe Ala Leu Leu Arg G6lu Val is His Va ly Trp Val
-CGC AAG CAG GTG CTG CGC TCA GTG GCG CGC TGC GTG GAG TGG ACC ACG AAG CTG CCG GGG CGC
Arg Lys 61ln Val Leu Arg Ser Val Ala Arg Cys Val 6lu Trp Thr Thr Lys Leu Pro 61y Arg
GGG CTG AAC ATG TCT CAG GTG AAC GAC TGG CTG TAC GTG GGT GGC GCG GTG CCT CGC TCG CGG
6ly Leu Asn Met Ser 61ln Val Asn Asp Trp Leu Tyr Val 6ly 6ly Ala Val Pro Arg Ser Arg
-TAC GCG GAG CTG AAG GCG CGT GGC ATC ACC GCG GTG ATT GAC GTG CGG GGT GAG CGC TGT GAC
Tyr Ala 61lu Leu Lys Ala Arg 6ly Ile Thr Ala Val Ile Asp Val Arg G6ly 6lu Arg Cys Asp
-GAC GCG GAG GCG TTG AAG GCG CTG GGC ATC GAA CTG CTG AAC CTG CCG GTG ACG GAC CGC TAT
Asp Ala 6lu Ala Leu Lys Ala Leu 6ly Ile 6lu Leu Leu Asn Leu Pro Val Thr Asp Arg Tyr
-CCG CCA TCG GTG GAG CAG CTG ATG CGG GGC GTG GAA TGG GCC TTG CCC CGG CTG GAG CAG GGC
Pro Pro Ser Val 6lu 6ln Leu Met Arg G6ly Val 6lu Trp Ala Leu Pro Arg Leu 61lu 61ln 61ly
-GGC ACG CTG TAT ACC CAC TGC GAG CAC GGC GTG GGC CGG GGC CCC CTG GTG GGG CTG GCG GTG
61y Thr Leu Tyr Thr His Cys 6lu His 6ly Val 6ly Arg 61y Pro Leu Val 6ly Leu Ala Val
ATG GTG GCG CGC GGC TGG GAG GCG CCG ACC GCG TAC CGC GAG CTG CGG CAG GCG CGG TGG CAG
..Mef Val Ala Arg 61y Trp 6lu Ala Pro Thr Ala Tyr Arg 6lu Leu Arg 6Iln Ala Arg Trp 61ln
-TCC ACG CTG AAT GAC CGG CAG TTG AAC GGG CTC GCG GAC TTC GTC GCC GCG TGG CAG GCA AGG

Ser Thr Leu Asn Asp Arg 6Iln Leu Asn 6ly Leu Ala Asp Phe Val Ala Ala Trp 61n Ala Arg
-@(h:G lCC g,?\G CGG AG(IBG GCG TAG GCCGCGCCCAGCTCAGTCCCGCTTCAAGATGACGCCGTCATCGCTGATGGCATAGCTCGCGCCAGG
r er u

GTCCATGACTTCCGGCCGCAGGCCACAGCGTTCCTGCTCCCTGGGCGTGAAGTGAACGAAGGTCATCTTCTCTCCCCGCTGGAGCCAGGCGTCATACGT

Figura 12. Secuencia nucleotidica del gen MXANO0448 de M. xanthus. En azul se indica la
secuencia aminoacidica deducida de la fosfatasa MXANOQ0448. En verde se muestra el codon de
iniciacion, en rojo el codon de terminacion y destacado sobre fondo amarillo un posible sitio de
union al ribosoma.

Como codoén de iniciacion de la fosfatasa MXANO0448 se considerdé un codon
alternativo de tipo GTG, destacado en verde. Este triplete de iniciacion, bastante comun
en los genes de M. xanthus, se encuentra en la misma pauta de lectura que el codon de
terminacion de la secuencia, TAG, destacado en rojo, ¢ inicia una pauta de lectura con el
uso de codones caracteristico de M. xanthus. No se pudo asignar un codon ATG para el
inicio de la transcripcion, debido a que el primer triplete de este tipo, situado en la pauta
de lectura correcta, se encuentra dentro del dominio fosfatasa con especificidad dual.
Destacado sobre fondo amarillo se indica un posible sitio de uniéon al ribosoma en
posicion -8 con respecto al codon de iniciacion (Fig. 12).

Por tanto, el gen MXANO0448 esta constituido por 582 pb y codifica una proteina
de 193 residuos con un peso molecular estimado de 21500. Este gen presenta el uso de
codones tipico de M. xanthus y otros microorganismos con alto contenido en G+C
(Bibb et al., 1984; Inouye et al., 1989; Shimkets, 1993), dado que el 89.2% de los
tripletes presentan G o C en la tercera posicion.
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La comparacion de la secuencia aminoacidica de MXANO0448 con las proteinas
depositadas en las bases de datos confirmé su homologia con proteinas fosfatasas con
especificidad dual y permitié diferenciar en ella una porcion N-terminal y una region C-
terminal, donde se localiza el dominio fosfatasa con especificidad dual, de 140 residuos
de longitud. Esta proteina se parece a MPtpB de Mycobacterium tuberculosis (Koul et
al., 2000), con la que muestra un 15.2% de identidad, a IphP de Nostoc commune (Potts
et al., 1993), con la que comparte un 12.9% de identidad, a SptP de Salmonella
typhimurium (Kaniga et al., 1996; Murli et al., 2001), con un 8.7% de identidad, y a
YopH de Yersinia pseudotuberculosis (Bliska et al., 1991), con la que presenta un
11.1% de identidad (Fig. 13). La baja identidad ofrecida por los miembros
pertenecientes a la familia CPTP se debe a que estas proteinas presentan baja similitud
de secuencia ya que la homologia practicamente esta restringida al dominio catalitico.

—

MPtpE M tuberculosis 68 . ..VPDGIDVHLLPFPDLADDDADDSAPHETAFK

IphP N commune 95 L ...... LGVELDIDLRTADEEAQSPDLLARD

SptP S typhimurium 393 YTFGEVHTNSQKVSSASQGEAIDQYNMQL.SC

YopH Y pseudotuberculesis 315 ....... KMTQQVG.LGDGIMADMYTLTIREAGQ

MXANO428 M xanthus 39 ..RGLNVEQVNDWLYVGGAVPRSRYAELKARGITAVIDVRGERCDDAEALKALG..IELLNLPVT
,,,,,,,,,,,,,,,,,, — 0000l

MPtpB M tuberculcsis 137 GAQRALHRVVTLLAAG....RPVLTLCFAGKDRTGFVVALVLEAVG. ...

IphP N commune 155 LGHSQPQFKQVFQRIAAQQDGAVLFLCTAGKDRTGIIAGLLLDLAG. . . .

SptP 5_typhimurium 463 .....NGRPGRSSSDKH....LPMIECLGGVGRTGTMAL

YopH ¥ pseudotuberculesis 381 .MYESKGSSAVGDDSKL....RPVICCRAGVGRTAQLIG

MXANO438 M xanthus 109 .LMRGVEWALPRLEQGG....TLYTLECECGVGRGPLVGLAV

* ek

MPtpE M tuberculecsis 204
IphP N commune 225
SptP S typhimurium 525
YopH Y pseudotuberculosis 451
MXANQ448 M xanthus 175 GLADFVAARWOAETSERAR.

Figura 13. Alineamiento de la porciéon C-terminal de la secuencia aminoacidica de la tirosina
fosfatasa MXANO0448 de M. xanthus con otras tirosina fosfatasas convencionales (nimeros de
acceso en Tabla 12). Sobre fondo amarillo aparecen los aminoacidos del motivo conservado CXsR
caracteristico de las tirosina fosfatasas. El resto de aminoacidos conservados se muestran sobre
fondo rojo, mientras que los aminoacidos conservados implicados en la catalisis aparecen
destacados con una estrella azul. En la parte superior se muestra la estructura secundaria de la
proteina MPtpB de M. tuberculosis. En la parte inferior, las flechas verdes indican el comienzo y
el fin del dominio de especificidad dual (PF00782) de la tirosina fosfatasa MXAN(0448 de M.
xanthus.

La fosfatasa MXANO0448 de M. xanthus posee el motivo catalitico CXsR asi
como el residuo de aspartico localizado en posicion N-terminal con respecto a la
cisteina catalitica, implicado en la catélisis. Sin embargo, carece del residuo de
serina/treonina situado a continuacion del residuo de arginina catalitico, que contribuye
al proceso de desfosforilacion, de manera que aparece sustituido por un residuo de
glicina en la fosfatasa de M. xanthus (Fig. 13).

El analisis bioinformatico de la secuencia aminoacidica de MXANO0448 indica

que carece de segmentos transmembrana y de péptido sefial, de manera que esta
proteina debe presentar localizacion citoplasmatica.
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D.II1.2. Analisis de las regiones genomicas situadas en torno al gen
MXAN0448

Para tratar de identificar genes relacionados a nivel funcional con la ruta de
transduccion de senales en la que se integra la fosfatasa MXANO0448 se procedid al
analisis de los genes situados alrededor del gen MXANO0448, lo que reveld la presencia
de 5 genes con la misma orientacion que €l y localizados todos ellos justo por delante
del mismo en el sentido de transcripcion. Los 6 genes se encuentran lo bastante
préximos como para formar parte del mismo operén (Fig. 14A). Los genes integrados
en este locus corresponden a marcos abiertos de lectura con un uso de codones tipico de
los genes de M. xanthus, es decir, con un contenido en G+C superior al 90% en la
ultima base de cada triplete.

Los productos de estos genes fueron comparados frente a otras proteinas
depositadas en las bases de datos para tratar de determinar su posible funcion. Para 5 de
ellas se encontr6 homologia, en mayor o menor medida, con otras proteinas o familias
de proteinas, mientras que la restante no mostr6 similitud significativa con ningln tipo
proteico concreto (Fig. 14B).

A) S LA LA I Sib N B e
HANOGT PXANOGAD PIXANOATL HRANOASS  [XANOATS
—
HEANDG4E PXANOAS0 PXANOASZ
] ] ¢ |
B) —
’ amano
MXAN Homologia Pfam
(Aa)
0448 Tyr fosfatasa, especificidad dual PF00782 193
0449 Hipotética 353
0450 Familia CDP-alcohol fosfatidiltransferasa | PF01066, PF04138 411
0451 Familia PAP2 PF01569 308
0452 Mioinositol 1-fosfato sintasa PF01658 444
0453 Proteina 26 de estrés general PF01243 175

Figura 14. Genes situados en torno al gen de la fosfotirosina fosfatasa MXAN0448 en el genoma
de M. xanthus. A) Organizacion gendmica. B) Similitud y caracteristicas de las proteinas
codificadas por esos genes.

Asi, MXANO0449 genera una proteina hipotética soluble, de 353 residuos, que
carece de dominios funcionales representativos y tan s6lo muestra muy baja homologia
con la familia de ATP sintasas a-f implicadas en el transporte i6nico.

MXANO0450 cifra una proteina de membrana de 411 residuos. Esta proteina
pertenece a la familia de CDP-alcohol fosfatidiltransferasas, ya que posee los motivos
conservados propios de esta familia entre los residuos 112 y 244. Las proteinas
pertenecientes a esta familia estan implicadas en la biosintesis de fosfolipidos y en el
desplazamiento de CMP desde CDP-alcohol por un segundo alcohol, con la formacion
de un enlace fosfodiéster (Morein et al., 1996). Ademads, en esta proteina también esta
presente un dominio que caracteriza a la familia GtrA, que abarca los residuos 279 al
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392. Este dominio se asocia con proteinas de membrana implicadas en la sintesis de
polisacaridos de la superficie celular, asi como en el transporte a través de la membrana
(Morein et al., 1996; Yoshida et al., 1999; Lan et al., 2000).

MXANO0451, por su parte, codifica una proteina de 308 aminoacidos
perteneciente a la familia PAP2 (Fosfatasas tipo 2 de acido fosfatidico), que incluye
proteinas de tipo fosfoesterasa. Se trata de una proteina anclada a la membrana.

MXANO0452 codifica una proteina soluble de 444 residuos, perteneciente a la
familia de mioinositol-1-fosfato sintasas, implicadas en la conversion de glucosa 6-
fosfato en inositol 1-fosfato, el cual es luego desfosforilado a inositol (Klig et al., 1994).

Por ultimo, MXANO0453 cifra una proteina soluble de 175 aminoacidos
implicada en el estrés general. Esta proteina posee un dominio pirodoxamina 5’
fosfatooxidasa entre los residuos 11 y 98.

D.II1.3. Determinacion del perfil de expresion de MXAN0448

El perfil y el nivel de expresion del gen de la tirosina fosfatasa MXAN(0448
durante el ciclo de vida de M. xanthus se analiz6 cualitativamente a partir de la
construccion de una fusion traduccional entre el gen MXANO0448 vy el gen lacZ de E.
coli, que codifica la enzima B-galactosidasa, como se ha descrito anteriormente en el
apartado de Resultados D.II. A continuacion, se valord cuantitativamente la actividad f-
galactosidasa especifica de la bacteria portadora de la fusion durante el crecimiento
vegetativo y el ciclo de desarrollo. Para ello, se siguid el protocolo descrito en C.I1.11.3.

La cepa portadora de la fusion, denominada 448LZ, se cultivo en CTT soélido para
determinar la actividad desarrollada durante el crecimiento vegetativo, mientras que el
analisis durante el ciclo de desarrollo se llevd a cabo en medio CF.

250 -

200 |

150 1 —e— CTT
—a—CF

100 -

)]
o
L

AEE (nmoles ONP/mg x min)

O T T T T T T T T T 1
0 8 16 24 32 40 48 56 64 72

Tiempo (horas)

Figura 15. Actividad PB-galactosidasa especifica de la cepa 448LZ desarrollada durante el
crecimiento vegetativo (medio CTT) y durante el ciclo de desarrollo (medio CF).
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El andlisis cuantitativo de la actividad B-galactosidasa de la cepa portadora de la
fusion en ambos medios corrobora lo observado tras el analisis cualitativo inicial. Esto
es, que el gen que codifica la tirosina fosfatasa MXANO0448 se expresa tanto durante el
crecimiento vegetativo como durante el ciclo de desarrollo (Fig. 15). En las primeras
horas de incubacion, el gen muestra un perfil de expresion similar en ambos medios,
siendo los niveles ligeramente superiores en medio CF. Sin embargo, a partir de las 8
horas de incubacion la situacién inicial se invierte. De este modo, en el caso del
crecimiento vegetativo aumenta considerablemente la expresion, alcanzando un maximo
tras 32 horas de incubacion, descendiendo posteriormente para mantenerse constante
hasta las 72 horas. Por su parte, durante el ciclo de desarrollo, los niveles de expresion
disminuyen a partir de las 8 horas y se mantienen practicamente constantes desde las 24
hasta las 72 horas de incubacion, siendo sus valores inferiores a los de la actividad -
galactosidasa durante el crecimiento vegetativo en el mismo periodo de incubacion (Fig.
15).

Por tanto, el gen MXANO0448 se induce ante el agotamiento de nutrientes,
alcanzando un méaximo de expresion a las 8 horas durante el desarrollo y a las 32 horas
durante el crecimiento vegetativo (Fig. 15).

D.I11.4. Localizacion subcelular de la fosfatasa MXAN0448

La localizacion subcelular de esta proteina de M. xanthus se analizé6 mediante la
obtencion de una fusion traduccional entre el gen de la fosfatasa y el gen de una variante
mejorada de la proteina verde fluorescente, denominada EGFP (Cormack et al., 1996).
Para ello, se emple6 el plasmido pMR2917 originado a partir del vector pEGFP-C2
diseniado por Clontech para la expresion de la EGFP en células de mamifero. Este
analisis fue llevado a cabo en el laboratorio del Dr. Shimkets en el Departamento de
Microbiologia de la Universidad de Georgia (EE.UU.).

La obtencion de esta fusion se llevo a cabo como se detalla en Material y
Métodos (C.I1.10.). Los oligonucledtidos empleados fueron la pareja 448GFNheF-
448GFNheR (Tabla 7). La fusion se realizo entre el extremo C-terminal de la fosfatasa y
el N-terminal de la EGFP. El plasmido obtenido, denominado pMR-448, fue dializado e
introducido en la cepa de M. xanthus DK10415. Posteriormente, se analizaron mediante
PCR las colonias que crecieron en CTT con kanamicina, para asegurar la correccion de la
construccion. La cepa portadora de la fusion se denomind 448GFP.

La localizacion subcelular de la proteina MXANO0448 se estudio siguiendo las
indicaciones descritas por Welch y Kaiser (2001), detalladas en Material y Métodos
(C.I1.10.). Se analiz6 la localizacion subcelular durante el crecimiento vegetativo, en
medio /2 CTT (que contiene la mitad de Bacto-casitona que el medio CTT), y durante el
ciclo de desarrollo, en medio TPM.

La observacion de las preparaciones realizadas se llevd a cabo utilizando
microscopia de fluorescencia y de contrate de fases. De esta manera, se pudo determinar
que la fosfatasa MXANO0448 presenta una localizacion dispersa a lo largo del bacilo
durante el crecimiento vegetativo (Fig. 16), mientras que durante el ciclo de desarrollo
se observa principalmente concentrada en la porcion central del mismo, pero ocupando
una posicion opuesta al cromosoma de la mixobacteria, que es visualizado con DAPI
(Fig. 16).
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EGFP Contraste de fases
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EGFP DAPI
TPM 24 h

Figura 16. Analisis de la localizacion subcelular de MXANO0448 durante el crecimiento
vegetativo (1/2 CTT) y el ciclo de desarrollo (TPM). Se muestran los mismos campos Opticos
observados mediante microscopia de fluorescencia (EGFP y DAPI) y contraste de fases. La barra
representa 5 pm.

D.IILS. Implicacion de la fosfatasa MXAN0448 en el ciclo de vida de M.

xanthus

D.IIL.5.1. Obtencion de un mutante de delecion para el gen MXAN0448

Para tratar de determinar la posible funcidon que la proteina MXANO0448 pudiera

tener en el ciclo de vida de M. xanthus durante el crecimiento vegetativo y el ciclo de
desarrollo, se disen¢ la construccion de un mutante de delecion en fase para este gen
empleando el plasmido pBJ113 como se indica en Material y Métodos (C.11.12.1.).

La obtencion de este mutante de delecion implico la eliminacion del 78% del

gen, incluyendo la region codificante del dominio catalitico de la proteina. Para ello, se
utilizaron los oligonucledtidos 448KpnLZF-448BamLZR para la amplificacion de la
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region cromosomica situada por encima del gen MXANO0448 y la pareja de cebadores
448BamlIFR-4448PstIFF para la clonacion del fragmento situado por detrds de dicho
gen (Tabla 6). Los productos de PCR obtenidos fueron digeridos con las enzimas de
restriccion adecuadas y clonados secuencialmente en el vector pBJ113. El plasmido
resultante se denomind pA448 y porta la delecion de la mayor parte del gen de la
fosfatasa, puesto que la region codificante de la proteina se elimin6 al fusionar en fase
los dos fragmentos que flanquean al gen mediante la secuencia de la enzima de
restriccion BamHI. El plasmido pA448 fue dializado e introducido en la mixobacteria
por electroporacion. Las colonias resultantes, capaces de crecer en presencia de
kanamicina, se analizaron mediante Southern blot para tratar de identificar
intermediarios merodiploides (no mostrado). A partir de un intermediario correcto, tras
varias generaciones de crecimiento en medio CTT sin antibidtico para favorecer un
segundo proceso de recombinacion que originara la pérdida del plasmido, se efectuaron
diluciones en medio CTT con galactosa. Sin embargo, a partir de este intermediario no
fue posible aislar mutantes de delecion, ya que en las 50 colonias analizadas mediante
PCR o Southern blot se produjo la reversion a genotipo silvestre (Fig. 17).

Por tanto, el gen MXANO0448 parece ser esencial para la viabilidad de M.
xanthus y, por ello, no se pudo generar una cepa mutante, de manera que no fue posible
determinar el papel de MXANO0448 en el ciclo de vida de esta bacteria, razon por la cual
no se prosiguid con su caracterizacion.

MIC M2M3C M4 M5 C M6 M7 C M8 C M9 MI0 C M11MI2C M13 Mi4 CMI15

4.3

2.3 m—

Figura 17. Southern blots para la identificacion de la cepa mutante de delecion para el gen
MXANO0448. Las calles M corresponden al cromosoma de las colonias sensibles a kanamicina y
las calles C al cromosoma de la cepa silvestre DZF1 utilizado como control. En todos los casos los
ADN cromosomicos fueron digeridos con Pstl. Se empleé como sonda la region cromosémica
situada por encima del gen MXANO0448. El tamaiio de los fragmentos esperados era de 4.0 kb en
el caso del silvestre y 3.6 kb en el del mutante. El tamaio del estandar se muestra en kb.
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D.IV. CARACTERIZACION DE LA Ser/Thr FOSFATASA SpollE

(MXAN4562)

de las secuenc

Para la caracterizacion de esta fosfatasa se siguieron las mismas pautas que en el
1S1S

caso de la tirosina fosfatasa MXANO0448.
La secuencia de nucleotidos del gen spollE de M. xanthus

observar que el codon de iniciacion de la traduccion, destacado en verde, es TTG, un
codon alternativo de uso poco frecuente en bacterias, y el coddén de terminacion,

destacado en rojo, es TGA. El analisis de la regi

D.IV.1. Anal
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aminoacidica deducida de la fosfatasa MXAN4562. En verde se muestra el codon de inicio y en

Figura 18. Secuencia nucleotidica del gen spollE de M. xanthus. En azul se indica la secuencia
rojo se destaca el codon de terminacion de SpollE.



Resultados

Para el establecimiento del codon de iniciacion de esta fosfatasa se siguieron las
mismas premisas indicadas en el caso de MXANO0448. Es decir, se tuvo en cuenta el
primer codon de iniciacidon que se situara en la misma pauta de lectura que el codon de
terminacion y que originara una proteina con el uso de codones tipico de M. xanthus.

El andlisis de la secuencia de spollE permitid establecer que este gen, que
codifica una proteina de 591 aminoécidos, esta constituido por 1776 pb. La proteina
SpollE tiene un peso molecular estimado de 62400 y presenta G o C en la tercera
posicion del codon en el 94% de los tripletes, lo que supone un uso de codones tipico de
microorganismos con un alto contenido en G+C (Bibb et al., 1984; Inouye ef al., 1989;
Shimkets, 1993).

La comparacion con las proteinas depositadas en las bases de datos de la
secuencia aminoacidica de SpollE confirmé su homologia con fosfatasas de la familia
SpollE. Asi, muestra un 11.3, 13.2 y 6.6% de identidad con las proteinas SpollE
(Duncan et al., 1995), RsbU y RsbX (Yang et al., 1996), respectivamente, de Bacillus
subtilis y un 19.0% de identidad con IcfG (Beuf et al., 1994) de Synechocystis PCC6803
(Fig. 19). Al igual que en el caso de las tirosina fosfatasas, las proteinas pertenecientes a
la familia SpollE muestran una reducida homologia de secuencia a lo largo de la
totalidad de la proteinas quedando ésta reducida a los motivos conservados propios de
este tipo de enzimas.

Motivo 1 Motivo 2 Motivo 3
—_— L N00000Q00000000
SpollE B _subtilis 604 S YSMMELGA R KYARATsfeMG . ....... FAREHFESNETIKLLEK... ILEg....
RebU B subtilis 131 SYYH.FVEDE E SINIATIADLVIG . ....... cIPAALCMSMIKYAMDE ... LPET....
RebX B_subtilia 21 "SFF.MEKADD K ELICAVARPGLG ........ cSLANESSAAIKDLVEN... YASED...
IcfG Synechocystis 403 ZFYDAFLLGD D YLRIVIGEVCD EKGVGAAME cLFRSLLRVFSGETMPGDTC IRDVNYKC
SpoIlE M xanthus 378 SWWFRAALDD R RIVIGIGEVTGE . ....... HELSTSLVATSATSGFASAMT LREP....
*K
Motivo 4 Motivo 5
——— & =
SpollE B subtilis 653 ., ...GIDERIAIKTINSILSLE........ TTDE I¥SELDLSIIDL QD KV[ESTPSFIKRG. .
RebU B subtilia 179 VIENLNREVVEQN. ... .... VDAS MPIWMFYANYNM DK CHEPGFYYEQ. .
RebX B subtilia 70 VESIIERCHNQAMENE. . o0 v v RGAWASILEINE EQ SNVRFILHE...
IcfG Synechocystis 468 (EEVIVOFLNAVRLTNDYIATEHGDMA MEAWLFFGVIDI &N JCHEPVFILNS.E
8poIlE M xanthus 430 . ...S8QVNAQOMLITALNVTLAN..... VEGRGEHQ MsSell . ALAVIDV SN .GYIDY2AFAHPSPLVENK.
Motivo 6 Motivo 7 Motivo 8 Motivo 9

—_— — —— —_— 000000000
SpoIIE B subtilis 711 DQVMEVQASWNLEI[EITNEF.... DVEVVSEQOLK ....AEDLTTMMERETIFPEGPE HVENHDLWMERKME
RebU B subtilis 233 . .KDNTFYDLEAKELVLGI.... E£QDYDYKQFD QHLEKSDMIVLF:epleVTECRT ENGFLERPDLQKLI
RebX B_subtilia 118 .PDGESFYPLPIS[EYLSGKP..Q KYKTHTATYE ....KeSEFIIHTPIELNVP.. DIRSHLK.......
IcfG¢ Synechocystis 534 ....GIKHRLEST[CPAVGMMPNE TFTIDSLKID ....PEEMLIGYTp-VTDARS PTKEFFGRQRLM..
SpollE M xanthus 485 . .REGUIASLPARFPLLGASVES QFTSRQAQLR ....PEDVVVWYTHIFLYEARD NAGKLYGTQRLA..

*
Motivo 10 Motivo 11
00000000000000 ——

§pollE B _subtilis 769 ,GLKTND. PQEIRDLLMEEVIRTE 6BGQ..... MEVVVVREIDHNTPEWASIPVPAIFONKQELS
RebU B subtilis 297 EEEHMCSS8 AQEMVENIYDSLLKLG DFQ..... FRALIVLEREV . ottt i e e ae e
RebX B subtilis 168 . ....... KGUSVEEISNSLEMYT T&...... LR Y ILGOLE . v v v v v mnn i e nn e
Icf@ Synechocystis 592 ..ETLTAN FSAKTEIL.DITIKQEL IGHIDGSI TRMIAVYRN . « ottt e e e e e e s
SpoIlE M xanthus 545 . .AAVQAH AHLSAEALRDAVLADZ RAFSAGQP IRVUVAEFSPRA . « o v e v v e nnne s

Figura 19. Alineamiento de la porcion C-terminal de la secuencia aminoacidica de la fosfatasa
SpollE de M. xanthus con otras Ser/Thr fosfatasas pertenecientes a la superfamilia PPM (nimeros
de acceso en Tabla 12). Sobre fondo amarillo aparecen los 11 motivos conservados caracteristicos
de esta superfamilia, destacado sobre fondo rosa los 8 residuos absolutamente conservados. El
resto de aminoacidos conservados se muestran sobre fondo rojo, mientras que los aminoacidos
conservados implicados en la catdlisis o en la union de metales aparecen destacados con una
estrella azul. En la parte superior se muestra la estructura secundaria consenso de esta
superfamilia.
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Como se ha mencionado, las proteinas pertenecientes a la superfamilia PPM se
caracterizan por la presencia de 11 motivos conservados y 8 residuos absolutamente
conservados todos ellos presentes en la fosfatasa SpollE de M. xanthus (Fig. 19). Estas
proteinas unen iones metalicos en el centro activo necesarios para la catalisis y el
reconocimiento del sustrato mediante 5 aminoacidos conservados, tres de los cuales
estan presentes en la secuencia de la proteina SpollE de M. xanthus, mientras que los
dos restantes se encuentran sustituidos por residuos funcionalmente similares (Fig. 19).

En la proteina de M. xanthus se pueden diferenciar dos dominios, un dominio
HAMP de 71 aminoacidos, localizado en el centro de la proteina, y un dominio de tipo
SpollE de 196 residuos, localizado en la porcién C-terminal. EI dominio SpollE aparece
en Ser/Thr fosfatasas. La proteina SpollE de B. subtilis esta implicada en la formacion
del septo y activa a ' en la preespora durante la esporulacion en esta bacteria (Barak et
al., 1996). El dominio HAMP aparece en histidina quinasas, adenilato ciclasas,
proteinas que unen metales y fosfatasas. Es tipico de proteinas sensoras y quimiotacticas
de bacterias, ademas de aparecer en histidina quinasas eucaridticas. Las proteinas que
presentan este dominio suelen ser de membrana y participan en la transduccion de
sefales junto con sistemas reguladores de dos componentes (Aravind y Ponting, 1999).

A partir del andlisis de la secuencia de SpollE de M. xanthus también se pudo
establecer la existencia de dos regiones transmembrana en la proteina que se extienden
entre los aminoacidos 82-104 y 258-280. La presencia de estas regiones transmembrana
determina que el dominio SpollE, situado en la porcion C-terminal, de la proteina se
localice en el citoplasma, mientras que el dominio HAMP se localiza parte en la
membrana y parte en el citoplasma.

D.IV.2. Analisis de las regiones gendomicas situadas en torno al gen
spollE

Al igual que en el caso del gen que codifica la tirosina fosfatasa MXANO0448, se
procedid a analizar los genes situados alrededor del gen spollE.

Para ello, se analizaron todos los genes que se encontraban en la misma
orientacion que el gen spollE, ya que podrian formar parte del mismo operdn y, por
tanto, participar en el mismo proceso (Fig. 20A). Los 12 genes analizados, que aparecen
en el mismo sentido de transcripcion que el gen spollE, se localizan por detras de él y
muestran un uso de codones caracteristico de M. xanthus. De esos 12 genes, 8 codifican
proteinas hipotéticas, mientras que los 4 restantes cifran proteinas que muestran
homologia con otras de funcién conocida (Fig. 20B).

MXAN4550 codifica una proteina de 369 residuos, soluble que posee un
dominio oxidorreductasa dependiente de FAD entre los residuos 6 y 343. Entre las
proteinas que poseen este dominio se incluyen glicerol-3-fosfato deshidrogenasa,
subunidad B de sarcosina oxidasa, D-alanina oxidasa y D-aspartato oxidasa (Todone et
al., 1997).

MXAN4557 cifra una quinasa soluble de 1056 aminoacidos. El dominio quinasa

se localiza entre los residuos 395 y 665. La ausencia de esta quinasa bloquea
completamente el ciclo de desarrollo de M. xanthus (Inouye et al., 2008).
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MXAN4559 codifica una proteina de 917 residuos que se localiza anclada en la
membrana. Esta proteina posee un dominio Plug (conector dependiente de receptores
TonB) entre los residuos 292 y 402 que constituye una subunidad independiente
plegada de los receptores dependientes de TonB y actlia como un canal bloqueando el
poro hasta que se una el ligando. Una vez que esto ocurre, sufre un cambio
conformacional y se abre el canal (Oke et al., 2004). Ademas, MXAN4559 posee un
dominio caracteristico de la familia de receptores dependientes de TonB entre los

residuos 667 y 917.

Por ultimo, MXAN4561 codifica una proteina soluble de 838 residuos que posee
repeticiones de tetratricopéptidos a lo largo de toda la proteina. Estas repeticiones

aparecen en proteinas que interaccionan con otras (Das et al., 1995).

A) | | | | |
5673k STk 5675k 676k 5677k
48 MEANASE0 MANAEE2  MxANdEES
]
HKANAS4D HAANASEL
I > —
Js_dk_1622_5|81 ! ! ! ! ! | ! ! !
567Ek 5670k 5660k sEaLk 568k 5653k Segdk 5685k 568k S6ETK
|3 MBANASES ﬂXﬁN4557 1 M
AN HRANASSE N HRANGSSE
ok _1622_581 . . | | ! ! ; !
S6a6k S5k 5630k 561k 5692k 5653k 5G4k 5695k 5606k 5¢
HARNASED HxAN4S62 | HEAN4SE3 J
-Examsss IiANaSEL T i i
B)
; Tamaifio
MXAN Homologia Pfam (Aa)
4550 Oxidorreductasa dependiente de FAD PF01266 369
4551 Hipotética 126
4552 Hipotética 133
4553 Hipotética 169
4554 Hipotética PF04738 765
4555 Hipotética 533
4556 Hipotética PF04738 775
4557 Ser/Thr quinasa PF00069 1056
4548 Hipotética 280
4559 Receptor dependiente de TonB PF00593, PF07715 917
4560 Hipotética 334
4561 Proteina con repeticiones de tetratricopéptidos | PF07719 838
4562 Ser/Thr fosfatasa PF00672, PF07228 591

Figura 20. Genes situados en torno al gen spollE en el genoma de M. xanthus. A) Organizacion
genomica. B) Similitud y caracteristicas de las proteinas codificadas por esos genes.
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D.IV.3. Determinacion del perfil de expresion de spollE

El estudio cualitativo de la fusion para el gen spollE de M. xanthus se comento
anteriormente en el apartado D.II. Seguidamente, se cuantifico la actividad -
galactosidasa especifica de la bacteria portadora de la fusion durante el crecimiento
vegetativo y el ciclo de desarrollo como se indica en Material y Métodos (C.I1.11.3.).

Para determinar el nivel de expresion durante el crecimiento vegetativo, la cepa
portadora de la fusion, denominada SpollELZ, se cultivé en medio CTT so6lido, mientras
que la cuantificacion durante el ciclo de desarrollo se realizé en medio CF.

El gen spollE muestra perfiles de expresion similares durante el crecimiento y el
desarrollo (Fig. 21). En las primeras horas, la expresion es practicamente nula, pero
durante la incubacidon comienzan a aumentar los niveles de expresion alcanzando un
maximo tras 24 horas. A partir de ese momento los niveles de actividad B-galactosidasa
descienden hasta llegar a ser practicamente indetectables transcurridas 72 horas de
incubacion (Fig. 21).
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15 | ——CTT
—a—CF
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5
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0 8 16 24 32 40 48 56 64 72
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Figura 21. Actividad B-galactosidasa especifica de la cepa SpollELZ durante el crecimiento
vegetativo en medio CTT y el ciclo de desarrollo en medio CF.

Los resultados cualitativos y cuantitativos de actividad (-galactosidasa obtenidos
indican que spollE se expresa a niveles no muy elevados, tanto durante el crecimiento
vegetativo como durante el ciclo de desarrollo de M. xanthus, alcanzando un maximos de
expresion a las 24 horas.

D.IV.4. Localizacion subcelular de la fosfatasa SpollE

Los oligonucledtidos empleados para fusionar spollE con EGFP fueron
SpollIENheF y SpollENheR (Tabla 7), lo que permitio obtener la fusion entre el extremo
C-terminal de la fosfatasa y el N-terminal de la EGFP. El plasmido obtenido se
denomind pMR-SpollE y tras su didlisis se introdujo en la cepa de M. xanthus DK10415.
Las colonias surgidas en CTT suplementado con kanamicina se analizaron mediante
PCR para asegurar la integridad de la construccion. La cepa portadora de la fusion entre
spollE de M. xanthus y el gen EGFP se denomin6 SpollEGFP.
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Las preparaciones se observaron al microscopio de fluorescencia y de contrate
de fases. La emision de fluorescencia por parte de la EGFP, fusionada con la fosfatasa,
posibilito establecer que SpollE se localiza distribuida a lo largo de toda la membrana
del bacilo, presentando esta localizacion tanto durante el crecimiento vegetativo como
durante el ciclo de desarrollo (Fig. 22). Al igual que en el caso de MXANO0448, el
analisis de la localizacién subcelular de SpollE se realizoé en el laboratorio del Dr.
Shimkets en el Departamento de Microbiologia de la Universidad de Georgia (EE.UU.).

W CTT TPM 24 h

EGFP

de fases o

trast | A I : \
Contraste L _ / / \
-
Figura 22. Analisis de la localizacion subcelular de SpollE en medio 1/2 CTT (crecimiento
vegetativo) y en medio TPM (ciclo de desarrollo). Las imagenes corresponden al mismo campo

optico observado utilizando microscopia de fluorescencia y de contraste de fases. La barra
representa 10 pm.

D.IV.S. Implicacion de SpollE en el ciclo de vida de M. xanthus

D.IV.5.1. Obtencion de un mutante de delecion para el gen spollIE

Al igual que en el caso de la construccion del mutante de delecion en fase para el
gen de la fosfotirosina fosfatasa MXANO0448, la obtencion del mutante para la fosfatasa
SpollE proporcionaria idea de la implicacion de esta proteina en el ciclo de vida de M.
xanthus. La construccion del mutante se detalla en Material y Métodos (C.I1.12.1.).

En el mutante de delecion para el gen spollE se elimino la totalidad del gen,
manteniendo solamente el codon de iniciacion y el codén de terminacion de la proteina
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conectados por un sitio de restriccion BamHI, conservando de esta manera la pauta de
lectura y evitando cualquier efecto polar que pudiera tener la delecion del gen. Para ello,
se utilizo la pareja de oligonucledtidos SpollEIF1Hin-SpollIEIFIBam para la
amplificacion de un fragmento situado por delante del gen spollE, y la pareja
SpolIEIF2Bam-SpollIEIF2Kpn para amplificar una region cromosdmica situada por
detrds de dicho gen (Tabla 6). Ambos productos de PCR fueron clonados de forma
secuencial en el vector pBJ113, denominandose el plasmido resultante pASpollE.

Ml CM2 M3 C MAMSC

Figura 23. Southern blot para la identificacion del
mutante de delecion para el gen spollE. Las calles M

6.5 corresponden al cromosoma de las colonias
recombinantes y las calles C al cromosoma de la cepa
43 silvestre DZF1 utilizado como control. En todos los

casos el cromosoma se digiri6 con Sall. La region
cromosOmica situada por encima del gen spollE se
utiliz6 como sonda. El tamafio de los fragmentos
esperados era de 6.4 kb en el caso del silvestre y 4.6 kb
en el del mutante. El tamafio del estandar se muestra en
kb.

Este plasmido fue dializado e introducido en la mixobacteria por electroporacion
y las colonias obtenidas, resistentes a kanamicina como consecuencia de la incorporacion
del plasmido, se analizaron mediante Southern blot para identificar intermediarios
merodiploides (no mostrado). Una vez seleccionado el intermediario correcto, éste se
utilizé para obtener el mutante de delecion. Para ello se favorecio la pérdida del plasmido
a través de un segundo evento de recombinacion cultivando el intermediario en medio
CTT sin antibidtico y, por tanto, en ausencia de presion selectiva. Posteriormente, se
llevaron a cabo diluciones en medio CTT con galactosa y se seleccionaron 5 colonias
recombinantes que eran capaces de crecer en presencia de galactosa pero no de
kanamicina, como consecuencia de la pérdida del plasmido por recombinaciéon homoéloga
entre los fragmentos situados por encima y por debajo del gen spollE, los cuales se
encuentran duplicados en el intermediario merodiploide. Estas colonias se analizaron
mediante Southern blot para diferenciar las que habian revertido a genotipo silvestre de
las que portaban la delecion deseada. S6lo una colonia recombind para la obtencion de la
mutacion deseada, M3, el resto reverti6 a silvestre (Fig. 23). La cepa mutante de delecion
para spollE se denomind AspollE.

D.IV.5.2. Caracterizacion del mutante AspollE

Dado que el gen de la fosfatasa SpollE se expresa tanto durante el crecimiento
vegetativo como durante el ciclo de desarrollo, se traté de determinar la funcidon de esta
proteina durante el ciclo de vida de M. xanthus. Para ello se analizaron, mediante
comparacion con la cepa silvestre DZF1, diversos parametros que podian verse afectados
por la ausencia del gen. De esta manera, se estudio la capacidad de la cepa mutante para
crecer en medio liquido, el deslizamiento en medio solido, el fenotipo de los cuerpos
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fructificantes producidos durante el ciclo de desarrollo, la formaciéon de mixdsporas de
resistencia, asi como la capacidad de germinacion de éstas.

D.IV.5.2.1. Crecimiento vegetativo

Para analizar la posible influencia que la delecion de este gen pudiera tener sobre
el crecimiento vegetativo, el mutante de delecion, asi como la cepa silvestre DFZ1,
fueron cultivados en medio CTT liquido siguiendo el procedimiento descrito en
Material y Métodos (C.I1.12.2.1.).

El anélisis de estos resultados no mostr6 diferencias significativas entre las cepas
silvestre y mutante ni en el tiempo de generacion (en torno a 4 horas), ni en la densidad
celular alcanzada por los cultivos en la fase estacionaria (aproximadamente DOgg 2).
Tampoco se apreciaron diferencias en los distintos estadios del crecimiento vegetativo,
de modo que el crecimiento exponencial se mantiene hasta transcurridas unas 24 horas
de incubacidén, momento en el que los cultivos entran en fase estacionaria. Esta fase se
prolonga durante unas 24 horas mas, antes de que tenga lugar la etapa de lisis celular.

El analisis de la movilidad en medio sélido se realizé como se explica en Material
y Métodos (C.I1.12.2.2.). Este analisis permitio determinar que la delecion del gen spollE
no tiene influencia ni sobre la movilidad social ni sobre la movilidad aventurera de la
cepa AspollE, dado que la dispersion alcanzada por los enjambres de esta bacteria fue
equivalente a la de la cepa silvestre DZF]1.

D.IV.5.2.2. Ciclo de desarrollo

Mediante el andlisis del ciclo de desarrollo de la cepa mutante AspollE se
pretendia determinar la influencia de la delecion de spollE sobre los procesos que tienen
lugar durante esta etapa del ciclo de vida de M. xanthus como son la formacién de los
cuerpos fructificantes y la aparicion y posterior germinacion de las mixdsporas.

Para cada uno de estos ensayos, las cepas analizadas fueron tratadas siguiendo
las pautas indicadas en los correspondientes apartados de Material y Métodos
(C.I1.12.2.3., C.I1.12.2.4. y C.I1.12.2.5.).

D.IV.5.2.2.1. FENOTIPO DURANTE EL CICLO DE DESARROLLO

Para analizar el papel de la fosfatasa SpollE durante el ciclo de desarrollo, el
mutante de delecion y la cepa silvestre DZF1 de M. xanthus fueron cultivados en dos
medios de cultivo pobres en nutrientes, los cuales se diferencian en su contenido
nutricional.

La Fig. 24A muestra los cuerpos fructificantes originados por las cepas silvestre
DZF1 y mutante AspollE en medio CF transcurridas 24 y 48 horas de incubacion a
partir de muestras con DOgg de partida de 15. Como se puede observar, el mutante de
delecion forma cuerpos fructificantes muy similares, en cuanto a ntimero, forma y
distribucion, a los de la cepa silvestre. Tampoco se observan diferencias entre las cepas
en lo que respecta al ritmo de formacion de los cuerpos fructificantes, dado que el grado
de maduracion de los mismos es idéntico en DZF1 y AspollE.
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Los cuerpos fructificantes originados en medio TPM por las dos cepas
analizadas se muestran en la Fig. 24B. En este caso, se aprecian ligeras diferencias entre
ambas cepas relativas a la velocidad de formacion de los cuerpos fructificantes, proceso
que en la cepa mutante va ligeramente adelantado con respecto al silvestre. En este
sentido, en AspollE aparecen cuerpos practicamente maduros y bien empaquetados a las
24 horas de incubacion, mientras que en DZF1 el grado de maduracion de los cuerpos
fructificantes es menor transcurrido el mismo periodo. Estas diferencias se atentian
transcurridas 48 horas y desaparecen cuando se prolonga el tiempo de incubacion,
originando finalmente ambas cepas cuerpos fructificantes idénticos. No obstante, esas
diferencias en el ritmo de maduracion de los cuerpos fructificantes no tienen su reflejo
en lo que se refiere a la distribucion y nimero de los mismos, dado que no se aprecian
diferencias entre las cepas analizadas.

A) B)
DZF1 AspollE

24h

48 h 48 h

Figura 24. Analisis fenotipico de las cepas silvestre DZF1 y mutante AspollE de M. xanthus a
partir de cultivos concentrados a DOg inicial de 15. A) Medio CF. B) Medio TPM. La barra
representa 1 mm.

D.IV.5.2.2.2. ESPORULACION

Dado que las mayores diferencias fenotipicas durante el ciclo de desarrollo entre
las cepas silvestre y mutante AspollE se observaron en el medio TPM, este medio pobre
en nutrientes fue utilizado para llevar a cabo el recuento de mixdsporas. El analisis se
realizd para tratar de determinar si, ademas de las diferencias observadas en el momento
de formacion de los cuerpos fructificantes originados por estas cepas, existian
diferencias en la produccion de células de resistencia.

Los resultados de estos recuentos indicaron que existen diferencias significativas
en el nimero de esporas producidas por la cepa silvestre DZF1 y el mutante AspollE en
medio TPM (Fig. 25). Asi, mientras que la cepa mutante produce un nimero
considerable de mixosporas tras las primeras 32 horas de incubacion, el nimero de las
mismas es practicamente nulo en la cepa silvestre. Estas diferencias se mantienen, e
incluso aumentan, tras 48 horas, ya que la cepa silvestre produce 4.5x10’
mixésporas/placa en este medio, frente a las 1.1x10® mixdsporas/placa contadas en la
muestra de la cepa mutante tras el mismo periodo de incubacion, lo que representa casi
dos veces y media el nimero de células de resistencia producidas por el silvestre. Sin
embargo, el nimero de esporas producido por la cepa silvestre sigue siendo mas bajo
aunque la diferencia es menor a partir de las 72 horas de incubacion (Fig. 25).
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Figura 25. Recuento de mixosporas en medio TPM de las cepas DZF1 y AspollE.

Para tratar de apreciar diferencias en la morfologia de las mixosporas, se llevo a
cabo la preparacion de muestras para su observacion al microscopio electronico de
transmision (TEM). La visualizacién de estas muestras permitio determinar que las
células de resistencia de AspollE no muestran diferencias en cuanto a forma y grosor de
la cubierta con respecto a las mixosporas de la cepa silvestre (no mostrado).

D.IV.5.2.2.3. GERMINACION

Para determinar la viabilidad relativa de las mixosporas producidas por la cepa
silvestre DZF1 y el mutante AspollE, las muestras utilizadas para efectuar los recuentos
fueron expuestas a condiciones de disponibilidad de nutrientes para posibilitar su
germinacion.

Los datos obtenidos indican que las células de resistencia producidas por las dos
cepas analizadas presentan una eficiencia de germinacion muy similar, siendo del 8.0%
para las mixdsporas recogidas tras 72 horas de incubacion en TPM.

D.V. CARACTERIZACI(')N DE LA Ser/Thr FOSFATASA Pph2
(MXAN4779) Y DE PROTEINAS DEL MISMO OPERON

El gen que cifra la fosfatasa Pph2 se habia analizado junto con los genes de otras
fosfatasas de M. xanthus para determinar de manera cualitativa su perfil de expresion
(Fig. 11) (D.IL.). Esta fosfatasa fue una de las elegidas para su caracterizacion por
expresarse su gen codificante durante el crecimiento vegetativo y aumentar sus niveles
durante el ciclo de desarrollo. Ademas, aparece cerca de un sistema regulador de dos
componentes, denominado phoPRI, que fue caracterizado en nuestro laboratorio
(Carrero-Lérida et al., 2005).

D.V.1. Analisis de las secuencias nucleotidica y aminoacidica de Pph2

El gen pph?2 consta de 945 pb y su producto es una proteina de 314 residuos con
un peso molecular estimado de 34400. El ATG considerado como codon de iniciacion
de la traduccion se determino en funcion del uso de codones, dado que el 93.4% de los
tripletes presentan G 6 C en la tercera posicion del codon, lo que representa un uso de
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codones tipico de M. xanthus (Bibb et al., 1984; Inouye et al., 1989; Shimkets, 1993).
Ademas, la secuencia AGGA en posicion -11 con respecto al ATG podria funcionar
como sitio de unioén al ribosoma (Fig. 26).

Cuando la secuencia de aminoécidos de esta proteina fue comparada con otras
depositadas en las bases de datos, se observo que presenta un dominio metalofosfatasa
que abarca los aminoacidos 1 a 163. Ademas, Pph2 de M. xanthus muestra homologia
con Ser/Thr fosfatasas de otros organismos tales como la Ser/Thr fosfatasa A-PP del
fago A (Sanger et al., 1982; Cohen y Cohen, 1989; Voegtli et al., 2000), con la que
presenta un 14.3% de identidad, las Ser/Thr fosfatasas PrpA y PrpB de E. coli
(Missiakas y Raina, 1997), con las que muestra un 14.8 y 13.2% de identidad,
respectivamente, o la Ser/Thr fosfatasa PrpA de S. #yphimurium (Shi et al., 2001), con la
que comparte un 14.9% de identidad (Fig. 27). Al igual que en el caso de las otras
fosfatasas, la homologia en la secuencia queda reducida a los motivos conservados
propios de este tipo de fosfatasas. Estos motivos, altamente conservados e implicados
en la union de metales y en la hidrdlisis del grupo fosfato, estan presentes en la fosfatasa
Pph2 de M. xanthus (Fig. 27). Sin embargo, el residuo R73, que no forma parte de los
motivos pero esta implicado en la catélisis, se encuentra ausente en la fosfatasa Pph2 de

M. xanthus (Fig. 27), del mismo modo que tampoco lo esta en otras Ser/Thr fosfatasas
(Shi et al., 2001).

GGTCAAGGT GGAGAGCGAACCCAACGGGGGGAGCACCTTCACCATTTTTCTGCCCCTGGCGGCTTCATCGAGCGCGGCGACAGGG
TAGGATGGAGT GA TG CGG GTC GCC ATC CTC GCG GAC ATC CAC GGC AAT CTT CCC GCC
et Arg Val Ala Ile Leu Ala Asp Ile His Gly Asn Leu Pro Ala
TGC GAG GCC GIC CTC GAG GAC ATC GCC CGC TCT GTA TCG CCC GAC TAC ATC GIC
.Cys 6lu Ala Val Leu G6lu Asp Ile Ala Arg Ser Val Ser Pro Asp Tyr Ile Val
GCG GCC GGA GAC CTG GCG CTG CGT GGC GCC CAT CCC CGG GAG ACG GTG GAC CTG
.Ala Ala 6ly Asp Leu Ala Leu Arg Gly Ala His Pro Arg Glu Thr Val Asp Leu
CTC TTC GAC CGG TGT GAC TCC GTC CTG ATG GGC AAC ACC GAC TGC TAC CTG GCG
.Leu Phe Asp Arg Cys Asp Ser Val Leu Met Gly Asn Thr Asp Cys Tyr Leu Ala
GGC AAC TAC CTG GGC GGC GCC TAC CGG GAG AAG GAC CAC TGG AAG ACG GAG CTG
.Gly Asn Tyr Leu G6ly Gly Ala Tyr Arg Glu Lys Asp His Trp Lys Thr G6lu Leu
CTG CGC TGG ACG CGG GAC CAG TTG GGC GGC GCG CTG CTG GAG AAG CTG GGC GCC
.Leu Arg Trp Thr Arg Asp Gln Leu Gly Gly Ala Leu Leu Glu Lys Leu G6ly Ala
CTG CCC TTC TCC GTG CGC TAC ACG CCG CGC AAG GGA CAG GAC CTC TTC GTIC TGC
.Leu Pro Phe Ser Val Arg Tyr Thr Pro Arg Lys Gly 6In Asp Leu Phe Val Cys

CAC GCC AAC CCG CGC AAC CTC GAG GAG TCG CTG GAC CCC ACG CTG GAT GAC GTIC
.His Ala Asn Pro Arg Asn Leu 6lu 6lu Ser Leu Asp Pro Thr Leu Asp Asp Val
GCG GTG CGC CGC TTC TTC AGC CAC CTG GAC GCG GCG GCC TGC GCC TTC GGG CAC
.Ala Val Arg Arg Phe Phe Ser His Leu Asp Ala Ala Ala Cys Ala Phe Gly His
CTG CAC TTC CCC TAC CGC CGC CGC GTG GGC CGC ATG CTC ATC GCG GAC GTG GCC
.Leu His Phe Pro Tyr Arg Arg Arg Val G6ly Arg Met Leu Ile Ala Asp Val Ala
.A&G)G(XI:ATCCCCCGGGACG;AGACCTGC&CCC&CTACGGCGTCTTCACC
Ser Ala Gly Ile Pro Arg Asp Gly Asp Leu Arg Pro Ala Tyr Gly Val Phe Thr
TTC ACG CCC AAG GGT TGG CGG GTG CAG ATT CGC CGG GTG CGC TAC CCG GTG CGC
.Phe Thr Pro Lys G6ly Trp Arg Val GlIn Ile Arg Arg Val Arg Tyr Pro Val Arg
.AAGG')CACCCAGG:CCTCACC&GC&C&GTCCCCGI:GEACCGCTCCTGGTC
Lys Ala Thr 6In Ala Leu Thr Ala Arg Arg Val Pro G6ly Gly Pro Leu Leu Val
CAC AAG CTG GTG GAG GCG CGC TAC CGC CAC CAC AAC GCG CTG ATG GAG GCC GCG
.His Lys Leu Val 6lu Ala Arg Tyr Arg His His Asn Ala Leu Met Glu Ala Ala
CGG CGC CAC TCC GGC CTG CCA CCG CCG GGC CCG GTG CTC CGC CCG CCG CCA GGG
.Ar‘g Arg His Ser G6ly Leu Pro Pro Pro Gly Pro Val Leu Arg Pro Pro Pro Gly
GCC GCC TCG CGC GCC GCG GCC ACG CCC ATG AAC AGT CGT CCC TCC CCG GAG GTC
.Alu Ala Ser Arg Ala Ala Ala Thr Pro Met Asn Ser Arg Pro Ser Pro Glu Val

GAC CCC GCC TCG TTG CCC ACG GAC CTG GAC GGA ACC GTG ACG GGC GCG GCG CCG
.Asp Pro Ala Ser Leu Pro Thr Asp Leu Asp Gly Thr Val Thr G6ly Ala Ala Pro

CTG CCC CTG GAC GCG CTC AAC GAT TTC GAA GGG TAG ACGTTGTCGCCAGTCCGTTGCTTGCGCGGG
.Leu Pro Leu Asp Ala Leu Asn Asp Phe Glu Gly ---
AACGCCCGGGGT GATTCACGGCGCT CACCAT GTCTGCACGCGAGCT GCCGCTGCTGTTCATCCGCCACGC

Figura 26. Secuencias nucleotidica del gen pph2 de M. xanthus. La secuencia aminoacidica
deducida de Pph2 se muestra en rosa. En verde se indica el codon de iniciacion, en rojo el de
terminacioén y sobre fondo amarillo el posible sitio de unién al ribosoma.
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Motivo II
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PPasa Fage lambda B S bdaooac MRYYEKIDGSKYRNIWVVGDLHGCYTNLMNEPDTIGFDNKKNLLIEV DLVDRGREN;ECLE IT
PrpA E coli S S MEQPAPVIQRIAGHQWEHIW GDIHGCLEQLREFMWMWHCRFDPWRIELL T DVIDRGFQSLRCLOMMLE
PrpB E coli RS 5 da o MPETRYQEKINAHHYRHIWVVGDIHGEYQLLOSRMPHOLEFFPKILLI DNIDRGPESLDVLERMLN
Prph S_typh.tmurium 1 MNDRENMMEFEEIYQRIEAKNWEHVW GDIHGCFEMLMERWMRECRFDPQOILILY DLIDRGFPDSLGCL
Pph2 M xanthus G5 bdadoo0oo0oaboOdoooono MRVAILADIHGNLPACEAVMEDIARSVEPYIVAAGDLALRGAHPREETVDMLF
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.................... . B —

_GNHEQMMI DGLEERGNVNEWLLEGE .DYDKEILAKATAHKADERRLITELVSKDKEYV. T
CGNHEQMAMDAL . ASQQMSLWLMNGGD) FI LADNQQKQAKTALEKCQHMYFILEVHSRTGK

PPasa Fage lambda 66 Ic
PrpA E coli 70 Ia
PrpB E coli 68 VEGNHEAMALEAF.ETGDGNMWLASGGDFFDpS . NDEED IDLLLEFHHOJHI IEITNDNIKYZ . IA

EALFILCQR IILEVRCRHSTH.-‘I'A
GGALLEKELGA

PrpA & typhimurium 76 ESWMTAVRGNHEQMALDAR.ASSQSTLWLMNGGDUFTRE.TAEHAR
Pph2 M xanthus 54 DRCDSVLMGNTD..... CYLAGNYLGGAYREKDHKTERLRWTRDOLC
* ok L0000000000000000
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Q0 Q0f — — —-—P Q0Q0 .
PPasa Fage lambda 139 Eb I!YPFDEYEFGKP'_.'DHQ )] IWNRERIS 4QNGIVKEIKGADTFIF' HTPAVI\PLKFDI‘IQMYI 'TGAVFCGNLTL
Prph E_coli 142 EM\DYPDDVYEWQKDVDLHQVLWSRERLGERQKG. .QGILTGADHFWFEHTPLRHRVDIGNLEY I TGAVFGGELTL
PrpB E coli 140 ESADYPGEEYLFGKEIAESELLWEVDRVQKSLNGELQQINGADYFIF[HMMFDNIQTFANQIYIBTGSPNSGRLEF
Prph S:typhimurium 148 ER\DYPASTYOWQKKVDLHQVLWSRERL. . INKR. .GGILSGADHFWFEHTPLRRRMDFANVHY I TGAVFGGEQLTL
Pph2 M xanthus 124 pESWWPRNLEESLDPTLDDVAVERFFSHLDAAACA ., FGHLHFPYRRRV[EERMLIADVASAGIPRDGELRPAYGVEFTFT

—

PPasa Fage lambda 214 IOVQGEGA
PrpA E coli 215 VQLQ........

PrpB E coli 215 YKIK........
PrpA S typhimurium 219 RARIQ........
Pph2 M_xdnthus 198 PHEGWRVQIRRVR

Figura 27. Alineamiento de la secuencia aminoacidica de la Ser/Thr fosfatasa Pph2 de M. xanthus
con otras Ser/Thr fosfatasas pertenecientes a la superfamilia PPP (niimeros de acceso en Tabla
12). Sobre fondo amarillo se indican los aminoacidos conservados pertenecientes a los motivos
caracteristicos de esta superfamilia. El resto de aminoacidos conservados se muestran sobre fondo
rojo, mientras que los residuos conservados implicados en la catalisis o en la uniéon de metales
aparecen destacados con una estrella azul. En la parte superior se muestra la estructura secundaria
de la proteina A-PP perteneciente al fago A. En la parte inferior de los alineamientos aparece una
estructura helicoidal que indica el dominio superenrollado implicado en la interaccion de la
fosfatasa con sus sustratos y, delimitado por flechas verdes, el dominio metalofosfatasa (PF00149)
de Pph2 de M. xanthus.

Por otro lado, existe una region que va desde los aminoacidos 75 al 91 en Pph2
de M. xanthus, que constituye un dominio superenrollado importante para la interaccion
de la proteina con sus sustratos (Fig. 27).

En la Fig. 28 se muestran los 3 motivos conservados propios de esta
superfamilia, representados mediante HMM logos (Schuster-Bockler et al., 2004).
Como se observa, la unica sustitucion aminoacidica importante presente en la fosfatasa
Pph2 de M. xanthus es el residuo de treonina del motivo III, que debiera ser un residuo
de histidina, el resto de residuos si estan conservados (Fig. 28). Dado que sustituciones
aminoacidicas similares a las observadas en la proteina Pph2 han sido detectadas en
otras fosfatasas, (Shi et al., 1998), se puede considerar que la fosfatasa Pph2 de M.
xanthus pertenece a la superfamilia PPP de Ser/Thr fosfatasas.

El anélisis bioinformatico de la secuencia de aminoacidos de la proteina Pph2

indica que esta fosfatasa de M. xanthus presenta localizacion citoplasmatica, ya que
carece de dominios transmembrana y de péptido sefial.
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Motivo I Motivo II Motivo III
7-11 36-42 62-65
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Figura 28. Distribucion de los motivos conservados de las metalofosfatasas (Pfam PF00149) en la
proteina Pph2 de M. xanthus. Los motivos se han representado como HMM Logos utilizando
fosfatasas descritas tanto en eucariotas como en procariotas (Schuster-Boeckler et al., 2004). En la
linea inferior se muestra la secuencia exacta que presenta Pph2 de M. xanthus, con el residuo de
treonina del motivo III destacado. La numeracion de los residuos aminoacidicos constituyentes de
los motivos conservados es la referida a Pph2 de M. xanthus.

D.V.2. Analisis de las regiones genomicas situadas en torno al gen pph2

Dada su posible relacion funcional, se estudié si los genes que se encuentran
alrededor de la fosfatasa pph2 forman parte del mismo operdn. Este andlisis permitio
conocer que en sentido 5” de pph2 hay 4 genes, mientras que en sentido 3" se encuentra
un gen. Al encontrarse en el mismo sentido de transcripcion y bastante proximos, cabe
la posibilidad de que estos 6 genes formen parte del mismo operdn (Tabla 15).

El primer gen, MXAN4775, codifica una proteina de membrana de 311 residuos
que posee repeticiones de tetratricopéptidos a lo largo de toda la proteina.

Por su parte, MXAN4776 cifra una posible lipoproteina soluble de 167
aminoacidos que no posee ningun dominio conservado.

MXAN4777 y MXAN4778 codifican el regulador de respuesta y la histidina
quinasa, respectivamente, del sistema regulador de dos componentes PhoPRI1. La
histidina quinasa PhoR1 es una proteina de membrana que presenta una porcion N-
terminal de 200 aminoacidos, que constituye el dominio sensor de la proteina, y una
region C-terminal de 254 residuos, correspondiente al dominio quinasa. Posee un
dominio PAS, que en bacterias esta asociado con la deteccion de estimulos y aparece en
el dominio sensor de las histidina quinasas (Taylor et al., 1999), y un dominio HAMP,
que, como se ha comentado anteriormente en la caracterizacion de la fosfatasa SpollE
de M. xanthus, es tipico de proteinas sensoras y quimiotacticas de bacterias (Aravind y
Ponting, 1999). Por su parte, PhoP1 es citoplasmadtica y en ella se pueden diferenciar los
dominios caracteristicos de los reguladores de respuesta, esto es, un dominio N-terminal
regulador y un dominio C-terminal efector. Por otro lado, el sistema phoPRI se expresa
durante el crecimiento vegetativo, pero aumenta sus niveles considerablemente durante
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el ciclo de desarrollo. Este sistema estd implicado en la diferenciacion de los bacilos en
mixdsporas y en el control de la actividad fosfatasa neutra y acida de M. xanthus.
También es responsable de la expresion de genes que codifican proteinas implicadas en
el metabolismo energético y en la sintesis de proteinas (Carrero-Lérida, 2004).

MXAN4779 y MXAN4780 codifican, respectivamente, las fosfatasas Pph2 y
SixA que se describirdn en detalle mas adelante.

Tabla 15. Genes situados en torno al gen de la fosfatasa Pph2 en el genoma de M. xanthus.

MXAN Homologia Pfam Tzzzz:)ﬁ °
4775 Proteina con repeticiones de tetratricopéptidos PF07719 311
4776 | Posible lipoproteina 167
4777 | Regulador de respuesta PhoP PF00072 226
4778 | Histidina quinasa PhoR PF000512 454
4779 Ser/Thr fosfatasa PF00149 315
4780 | Fosfohistidina fosfatasa SixA PF00300 164

Para determinar si el gen sixA4 se transcribe en la misma molécula de ARNm que
los otros cinco genes de M. xanthus, se utilizé la técnica de RT-PCR. Para ello, se
sigui6 el procedimiento descrito en Material y Métodos (C.11.6.2.).

Una vez obtenido el ARN total de la cepa silvestre DZF1 de M. xanthus, se llevd
a cabo una reaccidn de transcripcion inversa usando el oligonucleétido especifico RTSC
(Tabla 4). Este oligonucleotido anilla en el interior del gen que codifica la fosfohistidina
fosfatasa SixA. De este modo, se logrd sintetizar un ADN complementario al ARNm
obtenido tras la transcripcion del gen six4 (Fig. 29).

En un segundo paso, la cadena de ADN complementario obtenida se us6 como
molde para llevar a cabo la amplificaciéon, mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa, de regiones de ADN situadas dentro de los genes que codifican el regulador
de respuesta PhoP1 (PCRI1), la histidina quinasa PhoR1 (PCR2) y la fosfatasa Pph2
(PCR3). Para ello, se utilizaron las parejas de oligonucledtidos RTP1F-RTPIR,
RTR1A-RTR1B y RTF2-RTF2C (Tabla 4), respectivamente (Fig. 29).

En el caso de que el gen six4 se cotranscriba con los genes phoPI, phoRI y
pph2, los cuatro tendran el mismo ARNm, por lo que el ADN complementario
sintetizado desde el gen que codifica la fosfohistidina fosfatasa cubrira también los
genes que codifican PhoP1, PhoR1 y Pph2. Serd posible, por tanto, amplificar por PCR
una region de ADN situada dentro de los mencionados genes (Fig. 29).
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MXAN4775 MXAN4776  phoP1 phoR1 pph2 SixA
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ORFO01177F ORF01177R RTP1F RTPIR
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RTP1F RTP1R RTR1A RTR1B RTF2 RTF2C
»>—
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Figura 29. Genes constituyentes del operon phoPRI. Se indica la localizacion de los
oligonucleo6tidos empleados para llevar a cabo la sintesis de ADN complementario y las PCRs de
comprobacion.

Para determinar si los genes MXAN4775 y MXAN4776 se transcriben en la
misma molécula de ARNm que los otros cuatro genes del operdon se siguid la misma
estrategia descrita anteriormente. Para ello, se llevo a cabo una reaccion de transcripcion
inversa usando el oligonucleotido especifico RTP1C (Tabla 4). Esto permitio sintetizar
un ADN complementario al ARNm obtenido tras la transcripcion del gen phoPl, dado
que este oligonucle6tido anilla en el interior del gen que codifica para el regulador de
respuesta PhoP1 (Fig. 29).

Posteriormente, utilizando como molde la cadena de ADN complementario
obtenida, se amplificaron regiones de ADN situadas dentro de los genes que codifican
para el regulador de respuesta PhoP1 (PCR4) y MXAN4775 (PCRS). Para ello, se
utilizaron las parejas de oligonucle6tidos RTP1F-RTPIR y ORF01177F-ORF01177R,
respectivamente (Tabla 4 y Fig. 29).

Si los genes MXAN4775 y MXAN4776 se cotranscriben con el gen phoPl
tendran el mismo ARNm, de modo que el ADN complementario sintetizado desde
phoP1 cubrird también los genes MXAN4775 y MXAN4776, y sera posible, amplificar
una region de ADN situada dentro de los mismos.

Como controles negativos se realizaron las PCRs con las parejas de
oligonucledtidos RTP1F-RTP1R y ORF01177F-ORF01177R, pero tomando como
molde el ARN utilizado para sintetizar el ADN complementario. En este caso, si el
ARN esta totalmente libre de ADN cromosomico, no se obtendra producto de PCR
puesto que no existe molde para la polimerasa (Fig. 30).

En las PCRs realizadas a partir de los ADN complementarios se obtuvo
amplificacion del fragmento de ADN que quedaba delimitado por cada una de las
parejas de oligonucleétidos. En cambio, no se obtuvo producto de PCR cuando se
utilizé el ARN inicial como molde para la reaccion de PCR (Fig. 30).
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Figura 30. Estudio de la coexpresion de los genes
MXAN4775, MXAN4776, phoP1, phoR1, pph2 y sixA de M.
xanthus.

Calle 1. Peso molecular VIII (pb)

Calle 2. Control negativo. PCR con RTP1F-RTP1R

Calle 3. PCR4 (450 pb)

Calle 4. PCR1 (450 pb)

Calle 5. PCR2 (450 pb)

Calle 6. PCR3 (500 pb)

Calle 7. Control negativo. PCR con ORF01177F-ORF01177R
Calle 8. PCRS5 (429 pb)

Calle 9. PCR4 (450 pb)

Los resultados obtenidos indican que el gen que codifica la fosfohistidina
fosfatasa SixA se transcribe conjuntamente con los genes que codifican la proteina con
repeticiones de tetratricopéptidos, la lipoproteina hipotética, el regulador de respuesta
PhoP1, la histidina quinasa PhoR1 y la fosfatasa Pph2. De esta manera, se puede
concluir que los seis genes forman parte del mismo operon (Fig. 29).

D.V.3. Perfil de expresion del operon en el que se localiza pph?2

Ya se conocia que el sistema phoPRI se expresa durante el crecimiento
vegetativo y aumenta sus niveles considerablemente durante el ciclo de desarrollo
(Carrero-Lérida et al., 2005). Por tanto, al formar parte del mismo operdn, los genes
pph2 y sixA tendran el mismo patron de expresion que el sistema regulador de dos
componentes phoPRI.

Para tratar de confirmarlo se compard el perfil de expresion de la fusion
construida entre el gen lacZ de E. coli y el gen pph2 de M. xanthus (D.IL.), con la
obtenida entre el gen lacZ de E. coli y el gen phoPl de M. xanthus (Carrero-Lérida et
al., 2005). Si los genes forman parte del mismo operdén mostraran un perfil de expresion
similar. A continuacion, se llevdo a cabo un analisis cuantitativo de la actividad
enzimatica f-galactosidasa de dicha cepa como se indica en Material y Métodos
(C.IL.11.3.).

La Fig. 31 muestra la actividad B-galactosidasa especifica de la cepa Pph2LZ de
M. xanthus portadora de la fusion pph2-lacZ en medio CTT, para el crecimiento
vegetativo, y en los medios CF y TPM, para el analisis del ciclo de desarrollo.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que el gen que codifica la
fosfatasa Pph2 se expresa siguiendo el mismo patron de expresion que el sistema
regulador de dos componentes phoPR1 (Carrero-Lérida ef al., 2005), es decir, ambos se
expresa tanto durante el crecimiento vegetativo como durante el ciclo de desarrollo de la
bacteria. No obstante, experimentan un notable aumento en su expresion durante el ciclo
de desarrollo ya que, como puede observarse en la Fig. 31, en medio CTT el nivel de
actividad B-galactosidasa se mantiene practicamente constante a lo largo del tiempo,
mientras que en los medios de cultivo pobres en nutrientes se distingue un punto en el
que la expresion es maxima. Asi, en medio CF la maxima expresion se alcanza tras 8
horas de incubacidn, aunque los niveles se mantienen muy similares hasta transcurridas
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24 horas del desarrollo momento a partir del cual desciende hasta llegar a los niveles del
crecimiento vegetativo. Por su parte, en medio TPM la expresion méaxima se alcanza
igualmente tras 8 horas de incubacidn, pero a continuacion el nivel de actividad f-
galactosidasa desciende bruscamente hasta indices bastante inferiores a los de CTT o
CF para el mismo periodo de incubacion. No obstante los niveles de expresion de pph2
son mas bajos que los mostrados por el sistema phoPR1 probablemente porque el gen
pph2 se encuentra en sentido 3° de dicho sistema, ya que cuanto mas alejado se
encuentre un gen de su promotor menor es su eficiencia de traduccion.

Este resultado, unido al obtenido mediante la técnica de RT-PCR (Fig. 30),

confirma que el gen codificante de la fosfatasa Pph2 forma parte del mismo operén que
el sistema phoPR1 y que, por tanto, estaran implicados en los mismos procesos.
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Figura 31. Actividad B-galactosidasa especifica de la cepa Pph2LZ durante el crecimiento
vegetativo (medio CTT) y durante el ciclo de desarrollo (Medios CF y TPM).

D.V.4. Autorregulacion del operon por el sistema PhoPR1

Para determinar si el regulador de respuesta PhoPl1 estda implicado en la
regulacion de la expresion de su propio operdn y, en consecuencia, de la expresion de
los genes de las fosfatasas Pph2 y SixA, se dispuso del plasmido pJC1BElacK que porta
la fusion entre el gen phoPl de M. xanthus y el gen lacZ de E. coli, y de una cepa
mutante de delecion, construida no en fase, para el sistema phoPR1, denominada JM12
(Carrero-Lérida et al., 2005). Se recurrié a esta fusion, en lugar de la anterior, porque
los niveles de expresion son superiores y por tanto cualquier efecto sera mas evidente.
De este modo, las diferencias de actividad B-galactosidasa que se pudieran observar
entre las cepas DZF1 y JM12 portadoras de la fusion phoP1-lacZ podrian ser atribuidas
a la ausencia del regulador de respuesta PhoP1 en la cepa mutante de delecion y, por
tanto, serian indicativas de que el sistema PhoPR1 controla su propia expresion.

La introduccion del plasmido pJC1BElacK en la cepa JM12 se realiz6 mediante
electroporacion, una vez dializado. Para permitir el crecimiento selectivo de las
bacterias portadoras del gen de resistencia a kanamicina, que forma parte del plasmido
pJC1BElacK, las células electroporadas fueron incubadas en medio CTT con
kanamicina. Las bacterias que creciesen en este medio deberian ser aquellas en las que
hubiese tenido lugar un unico entrecruzamiento entre el cromosoma de la bacteria y el
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plasmido pJC1BElacK. Los posibles positivos fueron analizados mediante Southern
blot (no mostrado).

Cuando se analiz6 la actividad B-galactosidasa de dicha fusion introducida en la
cepa silvestre DZF1 y en el mutante de delecion JM12, se observd que durante el
crecimiento vegetativo en medio CTT y durante el ciclo de desarrollo en medio TPM,
los niveles de expresion del operdn se reducen de un 50 a un 60% en el mutante JM12
respecto a DZF1 (Fig. 32A y 32B). Por tanto, puesto que la actividad B-galactosidasa no
estd completamente abolida en el mutante, el sistema PhoPRI1 controla sélo
parcialmente la expresion de su operon.
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Figura 32. Actividad B-galactosidasa especifica de la fusion phoPI-lacZ en el silvestre (DZF1) y en
el mutante de delecion del sistema phoPR1 (JM12). A) En medio CTT. B) En medio TPM.

D.V.5. Caracterizacion de la fosfohistidina fosfatasa SixA (MXAN4780)

Dado que el gen que cifra la fosfatasa SixA forma parte del mismo operdn que
los genes codificantes del sistema PhoPR1 y la fosfatasa Pph2, resultaba interesante su
caracterizacion, ya que es probable que en M. xanthus existan sistemas de transduccioén
de sefiales donde intervengan conjuntamente tanto proteinas quinasas y fosfatasas de
tipo eucariota como sistemas reguladores de dos componentes tipicos de procariotas.
Ademas, solo existen dos proteinas de tipo SixA en el genoma de M. xanthus.

La fosforilacion en residuos de histidina en los sistemas reguladores de dos
componentes origina fosfoamidatos (Klumpp y Krieglstein, 2002). Uno de los
mecanismos de regulacion del grado de fosforilacion de la histidina quinasa de estos
sistemas estd mediado por las fosfatasas de tipo SixA (Matsubara y Mizuno, 2000).

En E. coli hay unas treinta formas de fosforilaciéon His-Asp que responden a una
amplia variedad de estimulos ambientales regulando multiples respuestas celulares,
incluyendo quimiotaxias, osmorregulacion y patogénesis. La fosfohistidina fosfatasa
SixA de E. coli estd implicada en procesos de desfosforilacion de residuos de histidina
del sistema regulador de dos componentes ArcB, involucrado en la osmorregulacion y
la respiracion anaerdbica de esta bacteria (Matsubara y Mizuno, 2000).

En M. xanthus la fosforilacion es uno de los principales factores que regula la

transduccion de sefiales durante el ciclo de desarrollo. Por ello, debe haber proteinas
fosfatasas que desfosforilen tanto residuos fosforilados de serina, treonina y tirosina,
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como de histidina. Por todo ello, se procedid a caracterizar esta fosfatasa SixA de M.
xanthus.

D.V.5.1. Analisis de las secuencias nucleotidica y aminoacidica de SixA

El gen sixA4 estd constituido por 495 pb y codifica una proteina de 164 residuos
con un peso molecular estimado de 17800. Esta proteina presenta el uso de codones
tipico de M. xanthus, dado que el 91% de los tripletes presentan G o C en la tercera
posicion (Bibb ef al., 1984; Inouye et al., 1989; Shimkets, 1993). No se pudo identificar
una posible region de union al ribosoma en sentido 5 respecto al codon de iniciacion de
la traduccion establecido (Fig. 33).

CGGGCGCGGCGCCGCTGCCCCTGGACGCGCTCAACGATTTCGAAGGGTAGACGTTGTCGCCAGTCCGTTGCTTGCGCGGGAACGCCCGGGGTGATTCACGGCGC

TCA TG TCT GCA CGC GAG CTG CCG CTG CTG TTC ATC CGC CAC GCC GTC GCG GAG GAC TCT CAC GTIC
et Ser Ala Arg Glu Leu Pro Leu Leu Phe Ile Arg His Ala Val Ala Glu Asp Ser His Val

G GGC GAT GAG GCG CGC GCC CTC ACC CCG GAA GGC CGC GCC GCC TTC CGC CAC CAT GCA CGC AAG CTG
Leu 6ly Asp 6lu Ala Arg Ala Leu Thr Pro Glu 6ly Arg Ala Ala Phe Arg His His Ala Arg Lys Leu

GCA CGC CTC ACG CCA CTG CGC GGC ATC ATC ACC AGI CCG CTG GTG CGT GCC GTC CAG ACG GCG GAG CTG
.Ala Arg Leu Thr Pro Leu Arg Gly Ile Ile Thr Ser Pro Leu Val Arg Ala Val 6ln Thr Ala 6lu Leu

C GCC GAG GCC TTC GGC GIG TCC GGC GTG GAG GTC CAC CCC GCC CTG CTG CCC CAG CGC GGC GCG CAC
Leu Ala Glu Ala Phe 6ly Val Ser 6ly Val 6lu Val His Pro Ala Leu Leu Pro G6ln Arg Gly Ala His

EAGCG:ATCGTCGACCTGGBCOGCGAGCG:CEAGCGG@T@GOCCTGGTGG;CCACAACCCCTOGCTG
Lys Arg Ile Val Asp Leu Gly Arg 61lu Arg Gly Ala 61y Trp Ala Leu Val Gly His Asn Pro Ser Leu

GAG CGC GCG GCC ATT CGC GCC CTG GAG CAT GAG CTG CCG GAC AAG CTG CGC AAG GGC GCG GCG CTG GCG
‘Iu Arg Ala Ala Ile Arg Ala Leu G6lu His 6lu Leu Pro Asp Lys Leu Arg Lys Gly Ala Ala Leu Ala

C CAT CCC CTG AAG AAC GGC GGC TTC ACG CTC GCG TGG TGG GCC ACG CCG GGC AAG CCC GTG AAG CGC
Leu His Pro Leu Lys Asn 6ly G6ly Phe Thr Leu Ala Trp Trp Ala Thr Pro 6ly Lys Pro Val Lys Arg

.OCC GGC GAC CTG CGC TGA CGCGCCTCAGTGCGCCGCGCCCAGCAGGAAGGACAGGACGAGCAT GGCCAGCACCGT GGCGGTGATTCCCACGTAG
Pro 61y Asp Leu Arg ---
AGCCGGTCCTTCTGCT GGCGGAAGAT GAGCAGCGACAGGGCCACCCGCAT CACCGGTACGGCCATCATCA

Figura 33. Secuencia nucleotidica del gen sixA de M. xanthus. En verde se indica la secuencia
aminoacidica deducida de la fosfatasa SixA. En verde se destaca el codon de iniciacion de six4 y
en rojo el codon de terminacion.

La comparacion de la secuencia aminoacidica de SixA de M. xanthus con las
proteinas depositadas en las bases de datos permitid observar que muestra una elevada
homologia, a lo largo de casi la totalidad de la proteina, con fosfohistidina fosfatasas
SixA de diferentes microorganismos. Esta proteina se parece a SixA de E. coli (Ogino
et al., 1998; Hamada et al., 2005), con la que muestra un 19.9% de identidad, a SixA de
Haemophilus influenzae (Fleischmann et al., 1995) con un 19.3% de identidad, a SixA
de Vibrio vulnificus (Rhee et al., 2000) con un 17.6% de identidad y a SixA de
Pseudomonas syringae (Buell et al., 2003), con un 22.3% de identidad (Fig. 34). Esta
identidad se encuentra principalmente restringida a los residuos cataliticos tipicos de
este tipo de enzimas.

De esta manera, en las fosfatasas de tipo SixA los residuos conservados R7, H8
y G9 (numeracion referida a SixA de E. coli) constituyen el motivo conservado RHG,
localizado en su extremo N-terminal, donde H8 actia como aceptor nucleofilico del
fosfato durante el proceso de desfoforilacion. Este motivo RHG también se encuentra
presente en fructosa 2, 6 bifosfatasas de eucariotas, en fosfatasas periplasmicas, en
glucosa-1-fosfato fosfatasas de E. coli y en fosfoglicerato mutasas (Ogino et al., 1998).

Los residuos D18, R21, S51, R55 y H108 se encuentran en el sitio activo y
también estan implicados en la catélisis. Los aminoacidos conservados H8 y H108 se
encuentran separados por una distancia apropiada e imprescindible para la
desfosforilacion del sustrato (Ogino et al., 1998; Hamada ef al., 2005).
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SixA V vulnificus 138 EFPEPSQ..... HRGEIRFSLRP.....
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SixA M xanthus 138 HPLEKNGGFTLAWWATPGKPVKRPGDLR

Figura 34. Alineamiento de la secuencia aminoacidica de la fosfatasa SixA de M. xanthus con
otras fosfohistidina fosfatasas (nimeros de acceso en Tabla 12). Sobre fondo amarillo aparecen los
aminoacidos conservados del motivo RHG caracteristico de las fosfohistidina fosfatasas. El resto
de aminoacidos conservados se muestran sobre fondo rojo, mientras que los aminoacidos
conservados implicados en la catalisis o en la uniéon de metales aparecen destacados con una
estrella azul. En la parte superior se muestra la estructura secundaria de la proteina SixA de E.
coli, mientras que en la parte inferior se destaca el dominio PGAM (PF00300), delimitado por
flechas verdes, de SixA de M. xanthus.

En la fosfatasa SixA de M. xanthus se encuentran estos residuos conservados,
salvo el residuo de glicina del motivo conservado RHG, que aparece sustituido por un
residuo de alanina (Fig. 34).

El analisis de la secuencia aminoacidica de SixA indica que esta proteina tiene
localizacién citoplasmatica, ya que carece de segmentos transmembrana y de péptido
sefal.

D.V.5.2. Implicacion de SixA en el ciclo de vida de M. xanthus

Para tratar de determinar la posible implicacion de esta fosfatasa tanto en el ciclo
vegetativo como en el ciclo de desarrollo de M. xanthus se obtuvo un mutante de
delecion que careciese de dicho gen.

D.V.5.2.1. Obtencion de un mutante de delecion para el gen sixA

La obtencion de este mutante de delecion implicé la sustitucién de una region
de 495 pb del cromosoma de la cepa silvestre de M. xanthus DZF1, correspondiente a la
secuencia codificante de la fosfohistidina fosfatasa SixA, por un gen que confiere
resistencia a kanamicina. Al tratarse del altimo gen del operon no existe riesgo de efecto
polar de la mutaciéon como consecuencia de no haberla realizado en fase. Esta estrategia
solo se utilizo para la construccion de este mutante, por ello se detalla a continuacion.

Para realizar esta construccion se amplificaron mediante PCR los fragmentos
situados inmediatamente por delante (PCR1) y por detrds (PCR2) del gen sixA4 con las
parejas de oligonucledtidos SixA1E-SixA1B y SixA2B-SixA2H, respectivamente
(Tabla 6). Estos fragmentos fueron clonados secuencialmente en el vector pUC19. En
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primer lugar, pUC19 y PCRI1 fueron digeridos con las enzimas de restriccion EcoRI y
BamH]I, y puestos en contacto. Como resultado de la ligacion se obtuvo el plasmido
pUC19-PCRI1. Posteriormente, este plasmido, asi como PCR2, fueron digeridos con
BamHl1 y Hindlll, y ligados. El resultado de esta ligacion dio lugar al plasmido pUC19-
PCR1-2. A continuacion, en el plasmido pUC19-PCR1-2 se clon6 un gen que confiere
resistencia a kanamicina, de modo que pudiera ser usado como marcador selectivo.
Como plasmido donador de un gen que confiere resistencia a kanamicina se utilizd
pUC7SKm(Pst"). Este plasmido fue digerido con la enzima BamHI y el fragmento de
1.3 kb resultante se lig6 al plasmido pUC19-PCR1-2 digerido con la misma enzima. El
plasmido asi obtenido se denomino6 pASixA (Fig. 35).

1kb 4
— sixA
T ADN cromos6mico

AN\

N

1 Linearizar y electroporar en M. xanthus

sixA

Y T ADN cromosomico

T pASiXA lincarizado

Integracion por recombinacion homéloga
Seleccion en medio con kanamicina

Y I AsixA

Figura 35. Estrategia seguida para la construccion de un mutante de delecion para el gen sixA4 de
M. xanthus.

Por tanto, el plasmido pASixA contiene los fragmentos situados por encima y
por debajo del gen sixA4, y en el que la totalidad de dicho gen ha sido sustituida por un
gen que confiere resistencia a kanamicina.

Una vez obtenido el plasmido anterior, el paso siguiente consistio en introducirlo
en M. xanthus. Para ello, pASixA fue digerido con HindIIl para su linearizacion vy,
posteriormente, dializado antes de ser introducido en la cepa DZF1 de M. xanthus
mediante electroporacion. Las células electroporadas fueron cultivadas en medio sélido
CTT adicionado con kanamicina (80 pg/ml), de modo que en este medio so6lo podian
crecer las células que hubieran incorporado el gen de resistencia a kanamicina mediante
un doble entrecruzamiento entre el pldsmido pASixA linearizado y el cromosoma de la
mixobacteria (Fig. 35).
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M1 C M2M3C M4A4M5 C M6M7C M8

Figura 36. Southern blot para la
identificacion de la cepa mutante de
delecion para el gen six4. Las calles M
corresponden al cromosoma de las

4.3 e— colonias resistentes a kanamicina y las
calles C al cromosoma de la cepa
silvestre DZF1 utilizado como control.

23 En todos los casos el cromosoma se
digiri6 con Xhol. Como sonda se
empled el producto de PCR PCR2. El
tamafio de los fragmentos esperados
era de 2.8 kb en el caso del silvestre y
3.6 kb en el mutante. El tamafo del
estandar se muestra en kb.

Tras varios dias de incubacion, algunas de las colonias que crecieron en el medio
con kanamicina fueron seleccionadas como presuntos positivos y analizadas mediante
Southern blot (Fig. 36). Las ocho colonias analizadas eran mutantes de delecion para el
gen de la fosfohistidina fosfatasa SixA. La cepa asi obtenida se denomino AsixA.

D.V.5.2.2. Caracterizacion del mutante AsixA

Dado que el sistema regulador de dos componentes phoPRI se expresa a nivel
basal durante el crecimiento vegetativo y aumenta los niveles de expresion durante el
ciclo de desarrollo de M. xanthus, el gen que codifica la fosfatasa SixA, al formar parte
del mismo operdn debe seguir el mismo patréon de expresion que el sistema. Por tanto,
se analizaron, mediante comparacion con la cepa silvestre DZF1, los distintos
parametros que podrian verse alterados por la ausencia de esta fosfatasa en la
mixobacteria durante su fase de crecimiento vegetativo y el ciclo de desarrollo.

D.V.5.2.2.1. CRECIMIENTO VEGETATIVO

El mutante de delecion AsixA4 fue cultivado en medio CTT liquido siguiendo el
procedimiento descrito en Material y Métodos (C.I1.12.2.1). Como control, la cepa
silvestre DZF1 fue analizada en paralelo.

Los resultados obtenidos indican que no existen diferencias ni en el tiempo
requerido por las células para su duplicacion, en torno a 4 horas, ni en la densidad
celular mostrada por los cultivos tras alcanzar la fase estacionaria, en torno a DOgo de
2. Asi mismo, tampoco se aprecian diferencias significativas en la fase exponencial, que
se prolonga hasta transcurridas unas 24 horas de incubacion, seguida de una fase
estacionaria que se mantiene hasta que tiene lugar la lisis celular tras 48 horas de
incubacion.

El anélisis de la movilidad en medio sélido de la cepa mutante, en comparacion
con la cepa silvestre DZF1, siguiendo las indicaciones descritas en Material y Métodos
(C.11.12.2.2.), permiti6 determinar que la delecion del gen que cifra la fosfatasa SixA no
tiene influencia sobre la movilidad social (del enjambre) o aventurera (células
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individuales), dado que no existen diferencias en las medidas del deslizamiento de los
enjambres de AsixA respecto a la cepa DZF1.

D.V.5.2.2.2. CICLO DE DESARROLLO

Dado que la delecion del gen six4 no parecia causar modificaciones fenotipicas
durante el crecimiento vegetativo, se llevaron a cabo experimentos encaminados a
detectar la posible influencia que la ausencia de la fosfatasa SixA pudiera tener sobre
diversos aspectos del ciclo de desarrollo. Los procedimientos seguidos para analizar
estos procesos se detallan en los apartados C.11.12.2.3., C.11.12.2.4. y C.11.12.2.5.

D.V.5.2.2.2.1. Fenotipo durante el ciclo de desarrollo

En la Fig. 37A se muestran los cuerpos fructificantes originados por las cepas
silvestre DZF1 y mutante AsixA en medio CF a partir de cultivos de ambas cepas que
habian sido concentrados hasta una DOgq inicial de 60. Como se puede observar, tras
24 horas de incubacidén tanto la cepa silvestre como el mutante forman cuerpos
fructificantes practicamente maduros que se muestran densos y compactos. No obstante,
se aprecian ligeras diferencias respecto a la morfologia de estas formaciones
macroscopicas, dado que los cuerpos fructificantes generados por Asix4 presentan una
forma mas alargada que los producidos por la cepa silvestre.

A) B)

24 h

48 h 48 h

Figura 37. Analisis fenotipico de las cepas silvestre DZF1 y mutante AsixA de M. xanthus
utilizando cultivos concentrados a DOy inicial de 60. A) En medio CF. B) En medio TPM. La
barra representa 1 mm.

Los cuerpos fructificantes originados por la cepa AsixA en medio TPM, en
comparacion con la cepa DZF1, en ambos casos con una DOgy de partida de 60, se
muestran en la Fig. 37B. Se puede apreciar como transcurridas 24 horas del desarrollo la
cepa mutante presenta un ligero retraso en la formacion de los cuerpos fructificantes
dado que se muestran algo mas transliicidos que los de la cepa silvestre. Las diferencias
fenotipicas entre las cepas mutante y control se atentan con el avance del ciclo de
desarrollo de modo que, tras 48 horas de incubacion en medio TPM, los cuerpos
fructificantes generados por Asix4 muestran un grado de maduracion similar a los de
DZF1, si bien el empaquetamiento de los mismos es menor en la cepa mutante que en la
cepa silvestre.
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No se obtuvieron diferencias significativas cuando se emplearon cultivos
concentrados a DOgp inicial de 15 para los dos medios del desarrollo. Por tanto, parece
que la ausencia de la fosfatasa SixA no origina cambios fenotipos evidentes durante el
ciclo de vida de M. xanthus en las condiciones analizadas.

Dado que no se observaron diferencias fenotipicas significativas entre la cepa
silvestre DZF1 y el mutante de delecion Asix4 en los medios inductores del desarrollo
utilizados hasta el momento, se decidid analizar si existian diferencias entre las cepas
cuando las distintas etapas del ciclo de desarrollo se suceden de un modo mas pausado.
Para ello, se utilizaron como medio so6lido de cultivo las variantes 3/5 CTT, 2/5 CTT y
1/5 CTT, que contienen cantidades decrecientes de Bacto-casitona y, por tanto, de
nutrientes.

24h 48 h
DZF1 AsixA DZF1 AsixA

3/5CTT

2/5CTT

1/5CTT

Figura 38. Analisis fenotipico de las cepas silvestre DZF1 y mutante Asix4 de M. xanthus en
medio CTT con distintas concentraciones de Bacto-casitona transcurridas 24 y 48 horas de
incubacion. Los cultivos fueron concentrados hasta DOy inicial de 60. La barra representa 1
mm.

Como se aprecia en la Fig. 38, el mutante de delecion muestra retraso en la
formacion de cuerpos fructificantes con respecto a la cepa silvestre. Asi, la bacteria
silvestre, tras 24 horas, forma agregados incipientes e irregulares en los tres medios
empleados, mientras que la cepa mutante no muestra signos de agregacion, y sélo en el
medio 1/5 CTT el mutante Asix4 comienza a formar agregados de un modo similar al de
la cepa silvestre. Transcurridas 48 horas de incubacion, el retraso inicial en el ciclo de
desarrollo de Asix4 desaparece. No obstante, se aprecian diferencias en la morfologia de
los cuerpos fructificantes. En este sentido, en los medios 2/5 y 1/5 CTT, la cepa
silvestre origina cuerpos fructificantes algo menos compactos y mas irregularmente
distribuidos que la cepa AsixA4. Por el contrario, en el medio 3/5 CTT, al poseer una
concentracion superior de Bacto-casitona, no se dan las condiciones para progresar en la
formacion de cuerpos fructificantes y el ciclo de desarrollo se encuentra en sus estadios
iniciales.
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D.V.5.2.2.2.2. Esporulacién

Dado que las ligeras diferencias fenotipicas entre las cepas Asix4d y DZF1 se
apreciaron cuando se prolonga el ciclo de desarrollo al utilizar medios con diferentes
concentraciones de Bacto-casitona, el medio CF fue utilizado para llevar a cabo el
recuento de esporas, ya que es el medio cldsico inductor del ciclo de desarrollo en el
cual esta etapa del ciclo de vida de M. xanthus transcurre mas lentamente.
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Figura 39. Recuento de mixosporas en medio CF de las cepas silvestre y mutante AsixA4.

No obstante, los recuentos efectuados ponen de manifiesto que no existen
diferencias significativas en el nimero de mixodsporas, de manera que la cepa silvestre
produce 3.6x10° mixésporas/placa tras 72 horas de incubacion, frente a 3.2x10°
mixodsporas/placa contadas en la cepa Asix4A (Fig. 39). Estas ligeras diferencias se
mantuvieron en los recuentos efectuados con las muestras de las dos cepas tras 96 horas
de incubacion en medio CF.

D.V.5.2.2.2.3. Germinacién

Tras efectuar el recuento de las células de resistencia originadas por las cepas
silvestre DZF1 y AsixA, las mixosporas fueron expuestas a condiciones de
disponibilidad de nutrientes que posibilitaran su germinacidon para, de este modo,
determinar la viabilidad relativa de las mismas. De esta manera se determind que ambas
cepas presentan una eficiencia de germinacion muy similar, situdndose en el 7% para
mixdsporas recogidas tras 96 horas de incubacion.

D.V.5.3. Demostracion de que SixA es una fosfohistidina fosfatasa

Para tratar de demostrar que la proteina SixA de M. xanthus es una
fosfohistidina fosfatasa funcional era necesario clonar su gen codificante en un vector
de expresion y la posterior purificacion de la proteina recombinante para determinar
su actividad in vitro hacia residuos de histidina fosforilados presentes en la histidina
quinasa de los sistemas reguladores de dos componentes.

Como se ha comentado anteriormente, el gen six4A forma parte del mismo

operén que el sistema phoPRI. Por tanto, la histidina quinasa PhoR1 fue la primera
candidata analizada para tratar de demostrar la actividad fosfatasa de SixA.
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D.V.5.3.1. Clonacion de sixA y phoR1 en el vector pET-28a(+) y sobreexpresion de
las proteinas recombinantes en E. coli

Como paso inicial, se amplifico mediante PCR la secuencia codificante del gen
sixA y de la fraccion citoplasmatica de phoRI que comprende la region catalitica de la
histidina quinasa y, por tanto, el residuo de histidina fosforilable conservado. Para ello,
se utiliz6 como molde el ADN cromosomico de M. xanthus y los oligonucleotidos
especificos SixANcolF-SixAXhoR, para la fosfatasa SixA, y la pareja PhoR1NdeF-
PhoR1XhoR, para la histidina quinasa PhoR1 (Tabla 8). A continuacién, los productos
de PCR, asi como el vector pET28a(+), fueron digeridos con las enzimas de restriccion
adecuadas y puestos en contacto. Los plasmidos resultantes se denominaron pET-SixA
y pET-PhoR1.

Para sobreexpresar las proteinas recombinantes, se transformé la cepa
BL21(DE3)Star de E. coli con el plasmido pET28-SixA o pET28-PhoR1, segin se
tratara de la sobreexpresion de la fosfatasa o la histidina quinasa, respectivamente,
siguiendo las indicaciones descritas en Material y Métodos (C.11.8.2.1.).

Para determinar las condiciones idoneas de induccion, se analiz6 la produccion
de cada proteina recombinante modificando los parametros de tiempo y temperatura de
incubacion. Asi, las incubaciones de los cultivos a los que se habia adicionado IPTG se
realizaron a 24 y 30°C, y, para cada una de ellas, se analizaron extractos celulares
tomados tras 0, 3, 6 y 24 horas en el caso de las muestras incubadas a 24°C, mientras
que en el caso de los cultivos incubados a 30°C las muestras fueron analizadas tras 0, 2,
3,4, 6 y 24 horas de incubacion. Los extractos se trataron como se indica en Material y
M¢étodos (C.I1.8.2.2.) y fueron analizados mediante SDS-PAGE, lo que permitid
determinar las condiciones en las que se obtenia mayor proporcion de proteina
recombinante en la fraccion soluble (Fig. 40).

SixA PhoR1
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Figura 40. Produccion de las proteinas recombinantes SixA y PhoR1 a 24 y 30°C de incubacion,
respectivamente. Se muestran las fracciones solubles de las células de E. coli productoras de SixA
y PhoR1 tomadas tras distintos periodos de induccion. SixA presenta un peso molecular estimado
de 18.5 kDa, mientras que el de PhoR1 es de 45.7 kDa.
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Tras este analisis, se establecid que la purificacion de la proteina recombinante
SixA se realizaria a partir de las fracciones solubles obtenidas tras 6 horas de incubacion
a 24°C, mientras que la purificacion de PhoR1 recombinante se realizaria tras 3 horas de
incubacion a 30°C, tomando como material de partida igualmente la fraccion soluble.

D.V.5.3.2. Purificacion de las proteinas SixA y PhoR1

Una vez establecidas las condiciones en las que ambas proteinas se producian en
mayor concentracion en forma soluble, se procedié a su purificacion (Fig. 41A). La
proteina recombinante SixA presenta fusionada en el extremo carboxilo una cola de
histidina, mientras que la proteina recombinante PhoR1 posee dos colas, una en el
extremo amino y otra en el extremo carboxilo. La presencia de estas colas permitio la
purificacion de las proteinas recombinantes en un solo paso mediante el desarrollo de
cromatografia de afinidad en columnas de agarosa—niquel, siguiendo las indicaciones
desarrolladas en Material y Métodos (C.I1.8.2.3.).

En la Fig. 41A se muestra el resultado de la purificaciéon de ambas proteinas
después de su concentracion para eliminar el imidazol presente en las muestras. Como
se puede observar en la imagen, se obtuvieron ambas proteinas con un elevado grado de
pureza.

Las muestras obtenidas tras la purificacion y concentracion fueron comprobadas
mediante Western blot para confirmar que se trataba de las proteinas deseadas. Para
ello, se utiliz6 un anticuerpo especifico frente a la cola de histidinas del extremo
carboxilo terminal de las proteinas recombinantes analizadas, siguiendo las indicaciones
descritas en Material y Métodos (C.I1.8.3.) (Fig. 41B).
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Figura 41. Purificacion de las proteinas recombinantes PhoR1 y SixA. S: Marcadores de peso
molecular (kDa); lineas 1 y 2 proteina PhoR1 purificada; lineas 3 y 4 proteina SixA purificada.
A) Analisis mediante SDS-PAGE. B) Confirmacion mediante Western blot.
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D.V.5.3.3. Autofosforilacion de PhoR1 y desfosforilacion por SixA

Para el proceso de autofosforilaciéon de PhoR1 y posterior desfosforilacion por
SixA se siguid el protocolo descrito en Material y Métodos C.11.8.5.

La actividad catalitica de PhoR1 se demuestra mediante el andlisis de la
capacidad de autofosforilaciéon de la histidina quinasa sobre un residuo de histidina
conservado que caracteriza a los miembros de esta familia proteica. En este ensayo, se
pone en contacto la muestra de proteina concentrada con ATP radiactivo marcado con
P*? en posicidén vy, en un tampoén de fosforilacion apropiado que aporta iones Mg*™
necesarios para la actividad de la proteina.

Para llevar a cabo este ensayo en primer lugar se fosforil6 PhoR1 purificada para,
posteriormente, ser sometida al proceso de desfosforilacion por SixA. La actividad
desfosforilante de SixA sobre PhoR1 se analizé adicionado SixA en concentracion
apropiada a un volumen adecuado de PhoR1 previamente fosforilada. La evolucion del
proceso de desfosforilacion se realizé tomando muestras tras 5, 10, 15 y 30 minutos de
incubacion de la mezcla proteica resultante (Fig. 42).

Las diferentes muestras obtenidas, asi como los distintos controles efectuados, se
sometieron a electroforesis mediante SDS-PAGE. A continuacién, se transfirieron las
proteinas a una membrana de PVDF y se realiz6 la autorradiografia colocando una
pelicula fotografica sobre la membrana (Fig. 42).

5 100 15" 30 C

Figura 42. Autofosforilacion de PhoR1 y desfosforilacion por SixA. La calle C representa a
PhoR1 fosforilada e incubada del mismo modo que las demas muestras pero sin la adicion de
SixA, mientras que las calles 5°, 10", 15" y 30" corresponden a las muestras en las que PhoR1
fosforilada fue incubada junto con SixA durante 5, 10, 15 y 30 minutos, respectivamente.

La autorradiografia demuestra que la proteina PhoR1 es una histidina quinasa
funcional, puesto que incorpora P*2, a partir de ATP, mediante autofosforilacion (Fig. 42,
calle C). Por otro lado, con respecto a la actividad desfosforilante de SixA sobre PhoR1,
cuando PhoR1 fosforilado se incuba con SixA durante 5 y 10 minutos, SixA no tiene
efecto sobre el estado de fosforilacion de PhoR1 (Fig. 42). Sin embargo, cuando la
incubacion se prolonga durante 15 y 30 minutos, SixA desfoforila parcialmente a PhoR1,
puesto que se aprecia una disminucién en la intensidad de la banda correspondiente a la
proteina PhoR1 fosforilada (Fig. 42).

Por tanto, la proteina PhoR1 se autofosforila actuando como una histidina quinasa
funcional y parece que la fosfohistidina fosfatasa SixA desfosforila a PhoR1 in vitro.
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D.V.6. Construccion de un mutante de delecion en fase para el sistema
phoPR1 (MXAN4777-4778)

Los genes que cifran las fosfatasas Pph2 y SixA forman parte del mismo operon
que los genes codificantes del sistema regulador de dos componentes PhoPR1, cuya
implicacion en el ciclo de vida de M. xanthus habia sido estudiada mediante el analisis de
un mutante que no estaba construido en fase, denominado JM12 (Carrero-Lérida et al.,
2005). Por ello, para discernir si los resultados obtenidos con dicho mutante eran debidos
a un efecto polar de la delecion, se construy6 otro mutante en el que la delecion de los
genes que cifran el sistema regulador de dos componentes se efectu6 en fase.

La obtencion de este mutante de delecion implicod la eliminacion del 97% de la
secuencia codificante del sistema. En la construccion resultante se mantienen los 3
primeros tripletes del gen phoP1 y los 10 ultimos del gen phoR1, y se sustituyen 1998 pb
por un sitio de restriccion BamHI manteniendo la pauta de lectura. De esta manera, los
codones de iniciacion y de terminacion de PhoP1 y PhoR1, respectivamente, son los
mismos, pero se codifica un péptido de 15 aminoacidos que carece de funcién.

La construccion del plasmido portador de la delecion en fase del sistema phoP1-
phoR1 se realiz6 siguiendo el procedimiento descrito en Material y Métodos
(C.IL.12.1.). Se amplifico por PCR dos fragmentos de ADN de unas 800 pb
correspondientes a las regiones situadas justo por encima del gen phoPl e
inmediatamente por debajo del gen phoRI utilizando las parejas de oligonucledtidos
PhoP1HindIII-PhoP1BamHI y PhoR1BamHI-PhoR1EcoRI (Tabla 6), respectivamente.
Ambos productos de PCR se digirieron con las enzimas de restriccién apropiadas y se
clonaron secuencialmente en el vector pBJ113, previamente digerido con las mismas
enzimas de restriccion que los productos de PCR, dando lugar al plasmido pAPhoPR1.

M1 C M2M3 C M4

Figura 43. Southern blot para la identificacion del mutante de
delecion para los genes phoPI-phoR1 de M. xanthus. Las calles
M corresponden al cromosoma de las colonias recombinantes y
4.3 em— las calles C al cromosoma de la cepa silvestre DZF1 utilizado

como control. En todos los casos, la enzima de restriccion

empleada fue PsfI. Como sonda se utilizd6 la region
2.3 e cromosomica de 800 pb situada inmediatamente por debajo de
phoRI. El tamafio de los fragmentos esperados era de 3.3 kb en
la cepa DZF1 y 6.1 kb en el mutante de delecion. El tamafio del
estandar se muestra en kb.

6.5 com—

El plasmido pAPhoPR1 se introdujo por electroporaciéon en la cepa silvestre de M.
xanthus y se seleccionaron intermediarios merodiploides con el plasmido integrado.
Estas colonias, capaces de crecer en medio CTT con kanamicina, se analizaron mediante
Southern blot (no mostrado). Una vez identificado un intermediario merodiploide
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correcto se cultivd en medio CTT sin antibidtico durante varias generaciones para
facilitar la pérdida del plasmido mediante un segundo evento de recombinacion. Tras
diluciones del cultivo en medio CTT con galactosa, se obtuvieron recombinantes
haploides carentes del plasmido y, por tanto, sensibles a kanamicina. Estas colonias se
analizaron mediante Southern blot para identificar aquellas que portaban la delecion
deseada (Fig. 43). La cepa que carecia del sistema phoPRI se denomindé JMI12IF por
analogia con el mutante de delecion para el mismo sistema que no estaba construido en
fase y se denominaba JM12. El mutante JM12IF fue sometido a los mismos ensayos que
el mutante JM12 obteniéndose resultados coincidentes. No obstante, el nuevo mutante
JMI12IF fue utilizado para nuevos ensayos cuyos resultados se comentaran mas adelante.

D.V.7. Implicacion de la fosfatasa Pph2 en el ciclo de vida de
M. xanthus

Las secuencias nucleotidica y aminoacidica del gen pph2 asi como su perfil de
expresion ya han sido comentados en los apartados de resultados D.V.1., D.V.2., D.V.3
y D.V.4. Ademas, se comprobo que el gen pph2 forma parte del mismo operén que el
sistema phoPRI, el cual regula la expresion de su propio operén. A continuacidon se
tratd de determinar la posible funcion ejercida por la fosfatasa Pph2 durante el ciclo de
vida de M. xanthus, por lo que se procedi6 a la obtencion de una cepa portadora de la
delecion del gen pph2. El analisis fenotipico de esta cepa carente de la fosfatasa
permiti6é determinar el papel de esta proteina en el ciclo de vida de M. xanthus.

D.V.7.1. Obtencion de un mutante de delecion para el gen pph2

La obtencion de este mutante de delecion implico la eliminacion de 330 pb, un
35% del gen, correspondiente a los motivos II y III de las Ser/Thr fosfatasas de la
superfamilia PPP, y a la region implicada en la interaccion de la proteina con sus
sustratos. En la construccion resultante se mantienen los extremos 5" y 3" de pph2, y se
sustituyen 330 pb por la secuencia de un sitio de restriccion, manteniendo la pauta de
lectura. De esta manera, el codon de iniciacion y de terminacion de la proteina que se
genera son los mismos que los de Pph2, pero en este caso se codifica un péptido de 207
aminoacidos que no es funcional.

La obtencion de este mutante, sensible a kanamicina, fue posible mediante la
utilizacion del vector pBJ113. En este vector se clonaron dos fragmentos de tamafio
similar, 1500 pb, correspondientes a los fragmentos situados delante del primer sitio
Xhol y detras del segundo sitio Xhol del gen pph2, denominandose primer brazo y
segundo brazo, respectivamente (Fig. 44).

Para la obtencion del primer brazo, el plasmido P1, que contiene clonados los
genes phoR1, pph2 y sixA, fue digerido con las enzimas de restriccion Xhol y EcoRl,
originando tres fragmentos de 330 pb, 2800 pb y 4200 pb. A continuacion, se purifico el
fragmento de 4200 pb que presentaba extremos Xhol-EcoRI (Fig. 44).
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Figura 44. Construccion del plasmido portador de la delecion del gen pph2 de M. xanthus.

Por otro lado, para la obtencién del segundo brazo, se llevdo a cabo la
amplificacion por PCR de un fragmento de 1500 pb desde el segundo sitio XAol del gen
pph2 en adelante, utilizando la pareja de oligonucleétidos Pph2ER-Pph2XF (Tabla 6).
Este fragmento fue digerido con las enzimas de restriccion Xhol y EcoRI y clonado en
el fragmento Xhol-EcoRI purificado anteriormente. Como resultado se obtuvo el
plasmido pP1Pph2 (Fig. 44).

En la siguiente etapa, el plasmido pP1Pph2 fue digerido con las enzimas de
restriccion EcoRI-HindlIIl y, tras la purificacion del fragmento de 3000 pb resultante,
éste fue ligado al vector pBJ113 digerido con las mismas enzimas. El plasmido obtenido
se denomind pAPph2IF (Fig. 44).

Una vez obtenido el plasmido pAPph2IF, los siguientes pasos para la obtencion
del mutante fueron similares a los descritos con anterioridad y detallados en Material y
Meétodos (C.I1.12.1.). En primer lugar, se introdujo el plasmido pAPph2IF dializado en
la mixobacteria por electroporacién. Posteriormente, se analizaron mediante Southern
blot las colonias que podian crecer en presencia de kanamicina para tratar de identificar
intermediarios merodiploides (no mostrado). A partir de un intermediario correcto se
seleccionaron colonias recombinantes, capaces de crecer en presencia de galactosa, pero
no de kanamicina y se analizaron mediante Southern blot, lo que revel6 que tres de las
siete colonias analizadas recombinaron a mutante (M2, M4 y MS5), mientras que las
cuatro restantes revirtieron a silvestre (M1, M3, M6 y M7) (Fig. 45). La cepa mutante
de delecion para el gen pph2 se denomind Apph?.
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Figura 45. Southern blot para la identificaciéon de la cepa mutante Apph2 de M. xanthus. Las
calles M corresponden al cromosoma de las colonias sensibles a kanamicina y las calles C al
cromosoma de la cepa silvestre DZF1 utilizado como control. La enzima de restriccion empleada
para digerir todos los cromosomas fue PstI. Como sonda se utilizo el segundo brazo empleado en
la construccion del plasmido portador de la delecion de pph2. El tamafio de los fragmentos
esperados era de 3.3 kb en DZF1 y 2.9 kb en el mutante. El tamafio del estandar se muestra en
kb.

D.V.7.2. Caracterizacion del mutante Apph?2

La funcién que la fosfatasa Pph2 desempena durante el ciclo de vida de M.
xanthus se analiz6 mediante la comparacion de diferentes caracteres fenotipicos del
crecimiento vegetativo y el ciclo de desarrollo de la cepa mutante de delecién obtenida
mediante comparacién con la cepa silvestre DZF1.

D.V.7.2.1. Crecimiento vegetativo

La influencia de la delecion del gen pph2 en el crecimiento vegetativo de M.
xanthus se determind tras cultivar tanto la cepa silvestre DZF1 como el mutante de
delecion Apph2 en medio CTT liquido, siguiendo las pautas expuestas en C.I1.12.2.1. y
en medio s6lido como se indica en Material y Métodos (C.11.12.2.2.).

Los resultados obtenidos indican la ausencia de diferencias significativas en el

crecimiento desarrollado por ambas cepas a lo largo del tiempo tanto en medio liquido
como en medio solido.

D.V.7.2.2. Ciclo de desarrollo

Para el andlisis de la cepa mutante Apph2 durante el ciclo de desarrollo de M.
xanthus se siguieron las indicaciones descritas en C.11.12.2.3., C.I1.12.2.4. y C.I1.12.2.5.

D.V.7.2.2.1. FENOTIPO DURANTE EL CICLO DE DESARROLLO
Para analizar la progresion del ciclo de desarrollo del mutante de delecion

Apph2, en comparacion con la cepa silvestre DZF1, ambas bacterias fueron cultivadas
en los medios de cultivo inductores del ciclo de desarrollo CF y TPM.
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Figura 46. Analisis fenotipico en medio CF de las cepas silvestre DZF1 y mutante Apph2 de M.
xanthus. A) Cultivos concentrados a DOy inicial de 60 tras 24, 48 y 96 horas de incubacion. B)
Cultivos concentrados a DOy de partida de 15 tras los mismos tiempos de incubacion. La barra
representa 1 mm.

Los cuerpos fructificantes originados en medio CF por la cepas silvestre DZF1 y
mutante de delecion Apph2 a partir de cultivos concentrados a DOgqp inicial de 60 se
muestran en la Fig. 46A. El mutante Apph2 presenta un acusado retraso en la formacion
de los cuerpos fructificantes, ya que tras 24 horas de incubacion la cepa silvestre origina
cuerpos fructificantes definidos, practicamente maduros, mientras que el mutante no
muestra indicios de agregacion hasta transcurridas 48 horas. La evolucion de las
formaciones macroscopicas producidas por el mutante Apph2 progresa a lo largo de la
incubacion, aunque a un ritmo mas lento que el de la cepa silvestre, de modo que, atn
tras 96 horas de desarrollo en medio CF, los cuerpos fructificantes permanecen
inmaduros, translucidos y poco definidos. Ademas, los cuerpos fructificantes originados
por el mutante presentan un mayor tamafio y son menos numerosos que los producidos
por la cepa silvestre.

El resultado obtenido en medio CF a partir de muestras con DOggo de partida de
15, correspondiente a las cepas silvestre y mutante, se muestra en la Fig. 46B. A esta
densidad optica también se observa retraso en la formacion de los cuerpos fructificantes
por parte de la cepa mutante. Este retraso se mantiene incluso tras 48 horas de
incubacion, aunque las diferencias entre ambas cepas no son tan marcadas como en el
caso de la densidad Optica anterior. Aun asi, transcurridas 96 horas se aprecian cuerpos
fructificantes peor empaquetados y menos maduros en la cepa mutante. Al igual que en
el caso de las muestras con DOgy de 60, los cuerpos fructificantes originados por la
cepa carente de la fosfatasa Pph2 son mas numerosos y pequefios que los de la cepa
silvestre (Fig. 46B).
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Figura 47. Analisis fenotipico en medio TPM a DOy de partida de 60 de las cepas silvestre
DZF1 y mutante Apph2 de M. xanthus tras los tiempos de incubacion indicados. La barra
representa 1 mm.

En medio TPM, el mutante de delecion Apph2 presenta un retraso mas acentuado
que en medio CF con respecto a la cepa silvestre cuando los cultivos se concentran a
DOgoo de partida de 60 (Fig. 47). La cepa silvestre, tras 24 horas de incubacion, muestra
cuerpos fructificantes bien empaquetados y definidos. Sin embargo, la cepa Apph2
permanece completamente plana tras 48 horas de incubacion y no comienza a formar
agregados hasta transcurridas 72 horas. Incluso después de 96 horas, los cuerpos
fructificantes formados por el mutante siguen siendo inmaduros, translucidos y poco
empaquetados y, ademads, difieren en cuanto a nimero y morfologia de los producidos
por la cepa silvestre.

D.V.7.2.2.2. ESPORULACION

Para efectuar el recuento de las células de resistencia producidas por las cepas
DZF1 y Apph2 se emple6 el medio CF. Con este andlisis se puede determinar si existe
relacion entre el retraso en la formacién de cuerpos fructificantes observado y la
produccion de mixosporas.

Los resultados de estos recuentos (Fig. 48) reflejan la relacion existente entre el
retraso observado en la formacion de los cuerpos fructificantes por parte de Apph2
respecto a la cepa silvestre y en el nimero de mixdsporas producidas por ambas cepas.
De esta manera, el retraso en las etapas iniciales del ciclo de desarrollo que conducen a
la formacion de cuerpos fructificantes y, en consecuencia, las mixosporas integrantes de
los mismos, se traduce en que la cepa silvestre DZF1 produce 9.6x10° mixosporas/placa
tras 48 horas de incubacion, frente a 4.8x10° mixdsporas/placa producidas por el
mutante Apph2. Posteriormente, las diferencias fenotipicas entre ambas cepas se
atentian, pero el retraso inicial se refleja en el nimero de estructuras de resistencia
producidas. Asi, tras 96 horas de incubacion en medio CF, la cepa silvestre produce
3.9x107 mixosporas/placa, frente a 2.9x10’ mixdsporas/placa producidas por la cepa
mutante.
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Figura 48. Recuento de esporas producidas por las cepas silvestre DZF1 y mutante Apph2 de M.
xanthus en medio CF.

Durante el recuento de mixdsporas efectuado con la camara Petroff-Hausser en
el microscopio de contraste de fases, se pudieron apreciar algunas mixdsporas que
presentaban una longitud inferior a la de las células vegetativas, pero que no llegaban a
alcanzar la morfologia ovoidea caracteristica de estas células de resistencia de M.
xanthus, aunque si mostraban la refringencia caracteristica de las mixosporas.

Para apreciar las posibles diferencias existentes entre los distintos tipos de
mixosporas identificados, se llevd a cabo la preparacion de muestras para su
observacién al microscopio electronico de transmision (TEM). La visualizaciéon de estas
muestras permitio confirmar la coexistencia en la cepa mutante de mixdsporas ovoideas
con otras mas alargadas. Ademas, la utilizacion de esta técnica de microscopia permitio
determinar que ambos tipos de mixosporas de la cepa mutante (Fig. 49B) presentaban

cubiertas muy similares entre si y también con respecto a la cubierta de la bacteria
silvestre (Fig. 49A).

Figura 49. Mixodsporas de las cepas DZF1
(A) y Apph2 (B) de M. xanthus. La barra
representa 1 pum. Las imagenes fueron
tomadas en un microscopio electronico de
transmision.

D.V.7.2.2.3.GERMINACION

La capacidad de germinacion de las esporas producidas por las cepas silvestre
DZF1 y mutante Apph2 se evalu6 a partir del analisis de viabilidad de las mismas. Para
ello, las muestras de mixosporas empleadas anteriormente para efectuar los recuentos
fueron expuestas a la presencia de nutrientes.

Las células de resistencia producidas por la cepa mutante presentan una
reduccion en la eficiencia de germinacion, siendo del 2.1% tras 72 horas de incubacion
frente al 7.5% de la cepa silvestre.
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D.V.7.3. Efecto del CCCP, un protonoforo, sobre los mutantes JM12IF
y Apph2 de M. xanthus

Existen evidencias de que el operon del que forman parte los genes del sistema
phoPR1 y las fosfatasas pph2 y sixA esta implicado en el metabolismo energético de M.
xanthus. En este sentido, la histidina quinasa PhoR1 de dicho sistema posee un dominio
PAS. Los dominios PAS son importantes modulos sensores que detectan cambios en la
luz, el potencial redox, el nivel de oxigeno, pequefias moléculas y, sobre todo en el nivel
de energia de la célula. Estos dominios también pueden detectar diversos factores
medioambientales que atraviesan la membrana celular y/o afectan al metabolismo
celular (Taylor y Zhulin, 1999). Por otro lado, se ha comprobado que la expresion del
operon es dependiente de la concentracion de nutrientes, ya que se induce durante el
ciclo de desarrollo. Ademas, en el curso de la caracterizacion de la fosfatasa Pph2 de M.
xanthus durante este trabajo de investigacion se ha observado que la agregacion celular
en el mutante Apph2 se ve comprometida de manera también dependiente de la
concentracion de nutrientes presente en el medio. Igualmente, estudios protedmicos con
el mutante del sistema phoPRI pusieron de manifiesto una reduccion en el nivel de
expresion de proteinas implicadas en el metabolismo energético (Carrero Lérida, 2004).

La carencia de nutrientes genera un estado de baja carga energética celular que
induce una respuesta adaptativa en la bacteria para aprovechar al méximo los recursos
disponibles. Si el agotamiento de nutrientes persiste, M. xanthus detiene su crecimiento e
inicia el ciclo de desarrollo. Esta disminucion de la carga energética puede ser inducida
igualmente mediante el empleo de compuestos quimicos que reducen la fuerza protdn-
motriz de la membrana, como el agente CCCP (carbonil cianida 3-cloro fenil hidrazona).

El CCCP actua como desacoplador de la fosforilacion oxidativa, disipando el
gradiente quimiosmotico de la membrana, tras introducirse repetidamente en forma
protonada en el citoplasma, donde libera los protones captados en el periplasma. En estas
circunstancias, la pérdida del potencial proton-motriz no se encuentra acoplada a la
sintesis de ATP por el complejo ATPasa, lo que produce una reduccion drastica del nivel
energético celular.

D.V.7.3.1. Crecimiento vegetativo en presencia de CCCP

La sensibilidad frente al CCCP de las cepas de M. xanthus silvestre DZF1 y
mutantes de delecion para los genes del sistema phoPRI y la fosfatasa pph2,
denominadas JM12IF y Apph2, respectivamente, se determiné mediante la valoracion
del crecimiento de estas cepas en presencia de 0.2, 0.3 y 0.4 pg/ml del compuesto,
siguiendo el procedimiento descrito en Material y Métodos (C.11.12.2.1.).

El crecimiento de los mutantes de delecion se encuentra muy afectado por la
concentracion de CCCP, a diferencia de la cepa silvestre. Ambos mutantes son
practicamente igual de sensibles a la accion de este compuesto. Asi, a partir de 0.2 pg/ml
de CCCP se reduce moderadamente el crecimiento de JM12IF y Apph2, mientras que
DZF1 crece casi al mismo nivel que en ausencia del agente. En presencia de 0.3 pg/ml de
CCCP se inhibe ain mas el crecimiento de los mutantes, mientras que el silvestre es
capaz de prosperar de forma adecuada incluso en presencia de 0.4 pg/ml del
desacoplador, concentraciéon a la cual el crecimiento de los mutantes se encuentra
totalmente inhibido (Fig. 50).
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Figura 50. DOy de las cepas silvestre DZF1 y mutantes JM12IF y Apph2 de M. xanthus en
presencia de diferentes concentraciones de CCCP tras 24 horas de incubacion.

D.V.7.3.2. Efecto del CCCP sobre el ciclo de desarrollo

El sistema PhoPR1, al igual que la fosfatasa Pph2, es necesario para el
crecimiento de la bacteria en condiciones que generan una reduccion en el nivel
energético celular. En la naturaleza el agotamiento de nutrientes produce una
disminucién del nivel energético, induciendo el inicio del ciclo de desarrollo en M.
xanthus. El efecto combinado de la carencia de nutrientes y la presencia de CCCP se
analiz6 cultivando las cepas silvestre DZF1 y los mutantes de delecion JM12IF y Apph2
en medio CF suplementado con distintas concentraciones de CCCP (0, 0.05, 0.1 y 0.3

pg/ml) (Fig. 51).

La presencia de CCCP retarda la agregacion y fructificacion de la cepa silvestre
DZF1, puesto que en medio CF, tras 24 horas de incubacion, aparecen cuerpos
fructificantes definidos y bien formados, mientras que en los medios con CCCP tan sélo
se aprecian cuerpos fructificantes inmaduros, siendo el grado de agregacion y
empaquetamiento menor a medida que aumenta la concentracion de CCCP. Tras 48
horas de incubacion, la cepa silvestre origina cuerpos fructificantes maduros y opacos en
los distintos medios, aunque los cuerpos fructificantes producidos en los medios con
CCCP se encuentran empaquetados mas laxamente (Fig. 51).

Por su parte el mutante JM12IF permanece practicamente liso, con agregados
incipientes tras 24 horas de incubacioén en los medios a los que se habia adicionado
CCCP, mientras que transcurrido ese periodo el silvestre ya presenta cuerpos
fructificantes bien formados (Fig. 51). Tras 48 horas, el mutante sigue mostrando retraso
en la formacion de los cuerpos fructificantes, retraso que es mas acentuado en el medio
que presenta mayor concentracion de CCCP (0.3 pg/ml) (Fig. 51). Las diferencias
fenotipicas entre los cuerpos fructificantes del mutante JM12IF y la cepa silvestre se
atenian hasta practicamente desaparecer transcurridas 72 horas de incubacion (no
mostrado).
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Figura 51. Analisis fenotipico de las cepas silvestre DZF1 y mutantes JM12IF y Apph2 de M.
xanthus en medio CF con 0, 0.05, 0.1 y 0.3 pg/ml de CCCP tras 24 y 48 horas de incubacion. La
DO inicial fue 15. La barra representa 1 mm.

Por otro lado, el mutante Apph2 presenta un considerable retraso en la formacion
de los cuerpos fructificantes respecto al silvestre DZF1 en medio CF, pero este retraso se
hace mas acusado en presencia de CCCP. No obstante, las modificaciones fenotipicas
originadas por la incorporacién de CCCP al medio CF son menos drésticas en el caso de
la cepa Apph2 que las observadas en el mutante JMI2IF transcurridas 24 horas de
incubacion (Fig. 51). Tras 48 horas, las cepas silvestre y mutante Apph2 presentan
cuerpos fructificantes bien delimitados, pero los del mutante presentan un menor grado
de madurez, especialmente en el medio con 0.3 pg/ml de CCCP (Fig. 51). Al igual que
en el caso del mutante JM12IF los cuerpos fructificantes originados por la cepa Apph2
adquieren un aspecto similar a los de la cepa silvestre transcurridas 72 horas de
incubacién (no mostrado).

Por tanto, el analisis fenotipico de los mutantes de delecion JMI12IF y Apph?2
respecto a la cepa silvestre de M. xanthus durante el ciclo de desarrollo indica que ambos
mutantes resultan mucho mas afectados por la presencia de CCCP que la cepa silvestre.
De hecho, ambos mutantes de delecion, al ser mas sensibles a este compuesto, se
resienten de forma mas dréstica y, por tanto, sufren un considerable retraso en la
progresion del ciclo de desarrollo en relacion con la cepa silvestre, resultando
especialmente acentuado en el caso de IM12IF.

D.V.7.3.3. Efecto del CCCP sobre la expresion del operon

Debido a que las cepas carentes del sistema PhoPR1 y la fosfatasa Pph2 ven
afectado su crecimiento vegetativo y la formacion de cuerpos fructificantes en presencia
de CCCP, se trato de comprobar si este agente activa la expresion del operdén que
contiene dichos genes. Para ello, se llevd a cabo el analisis de la actividad B-
galactosidasa desarrollada por la cepa portadora de la fusion entre el gen lacZ de E. coli'y
el gen pph2 de M. xanthus, denominada Pph2L.Z, en presencia de distintas
concentraciones de CCCP (Fig. 52).
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En primer lugar, se procedid a un analisis cualitativo de la expresion de pph?2
durante el crecimiento vegetativo en medio CTT y durante el ciclo de desarrollo en medio
CF, en presencia de CCCP, para establecer las condiciones en las cuales se llevaria a
cabo el analisis cuantitativo, siguiendo las indicaciones descritas en Material y Métodos
(CIL11.2.y CIL11.3)).

Una vez establecidas las condiciones en las que se produce la induccion de la
expresion de pph2 en los medios CTT y CF con diferentes concentraciones de CCCP a
partir de los resultados obtenidos mediante la valoracion cualitativa de la actividad -
galactosidasa desarrollada por la cepa Pph2LZ, se realizé un andlisis cuantitativo de la
misma para determinar el momento en el que se producia dicha induccion y los niveles de
expresion alcanzados.

0 pg/ml 02 pg/ml 0.4 pg/ml 0.6 pyg/ml  0.75 pg/ml

0 pg/ml 0.05 pgml 0.1 pg/ml 0.3 pg/ml

@&

Figura 52. Actividad B-galactosidasa desarrollada durante el crecimiento vegetativo (medio CTT)
y el ciclo de desarrollo (medio CF) con distintas concentraciones de CCCP por la cepa Pph2LZ,
tras 24 horas de incubacion.

En la Fig. 53 se muestra el perfil de expresion de pph2 durante el crecimiento
vegetativo en CTT en presencia de CCCP. En el medio que no posee CCCP, linea azul,
el operén mantiene unos niveles de expresion practicamente constantes a lo largo del
tiempo. Por su parte, la adicion de 0.6 ug/ml de CCCP, linea roja, produce un notable
incremento de la expresion en las primeras horas de incubacidn, alcanzando un maximo
tras 4 horas. A partir de este momento, la expresion desciende y se mantiene constante a
lo largo del tiempo, mostrando un nivel similar al ofrecido por la bacteria en este medio
sin la adicion del compuesto. La adicion de 0.75 pg/ml de CCCP al medio, linea verde,
produce un patréon de expresion similar al observado cuando se adicionan 0.6 pg/ml,
aunque la activacion se produce antes (Fig. 53). De manera que se puede concluir que el
CCCP induce la expresion del operdn durante el crecimiento vegetativo.

Este analisis también se llevo a cabo de manera cuantitativa durante el ciclo de
desarrollo en medio CF. En este caso no se observd incremento de la expresion del
operon ocasionada por la adicion del compuesto en ninguna de las concentraciones
ensayadas (no mostrado), por lo que el CCCP no tiene efecto inductor de la expresion del
operon durante el ciclo de desarrollo, probablemente porque no se pueden utilizar
concentraciones tan elevadas como las que se emplean durante el crecimiento.
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Figura 53. Actividad -galactosidasa especifica desarrollada por la cepa Pph2LZ de M. xanthus
durante el crecimiento vegetativo en medio CTT con 0, 0.6 y 0.75 pg/ml de CCCP.

D.V.8. Actividad fosfatasa de Pph2

La actividad fosfatasa de Pph2 de M. xanthus se determiné mediante la
clonacion del gen pph2 en un vector de expresion y el posterior ensayo de la proteina
recombinante sobre el sustrato genérico de las fosfatasas pNPP (p-nitrofenilfosfato).

D.V.8.1. Clonacion de pph2 en el vector pET-200/D-TOPO vy
sobreexpresion de la proteina recombinante en E. coli

En primer lugar, se amplificé por PCR el gen pph2 mediante el empleo del ADN
cromosomico de M. xanthus como molde, junto con los oligonucle6tidos pTOP-Pph2F
y pTop2-Pph2R (Tabla 8). El producto de PCR se puso en contacto con el vector pET-
200/D-TOPO, generandose el plasmido pETTOPO200-Pph2N.

La sobreexpresion de la fosfatasa recombinante se realizd mediante la
transformacion de E. coli BL21(DE3)Star con el plasmido pETTOPO200-Pph2N
siguiendo las indicaciones descritas en Material y Métodos (C.11.8.2.1.).

La determinacion de los pardmetros de expresion optimos para la produccion de
la proteina recombinante se llevd a cabo mediante el ensayo de diferentes condiciones
de tiempo y temperatura de induccion. De este modo, las inducciones se realizaron a 15
y 30°C, se tomaron muestras tras 0, 2, 4, 6 y 24 horas de incubacion, en el caso de que
la induccién se hubiera desarrollado a 30°C, o bien tras 0, 1.5, 3 y 8 horas de la adicion
de IPTG si se realizo a 15°C. Los extractos se sometieron a los procedimientos descritos
en Material y Métodos (C.I1.8.2.2.) y fueron analizados mediante SDS-PAGE para
establecer las condiciones que proporcionaban una mayor cantidad de proteina
recombinante en forma soluble.

El anélisis correspondiente a la induccion realizada a 15°C se muestra en la Fig.
54. Como se puede observar, la mayor parte de la proteina aparece en forma de cuerpos
de inclusion, si bien una proporcién minoritaria se detecta en la fraccion soluble. Por
ello, se establecid que la purificacion de la proteina recombinante Pph2 se realizaria a
partir de las fracciones solubles obtenidas tras 3 horas de incubacion a 15°C.
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Figura 54. Produccion de la proteina recombinante Pph2. Se muestran las fracciones soluble e
insoluble de las muestras de E. coli con Pph2 inducida tomadas tras 0, 1.5, 3 y 8 horas de
induccion a 15°C de incubacion. Pph2 presenta un peso molecular estimado de 37 kDa. El
estandar, S, se indica en kDa.

D.V.8.2. Purificacion de Pph2

Para la purificacion de Pph2 se utilizd, como se ha indicado en el apartado
anterior, la fraccion soluble obtenida tras 3 horas de induccion a 15°C. La fusion de una
cola de 6 histidinas en el extremo N-terminal de la fosfatasa Pph2 recombinante
permitid su purificacion mediante cromatografia de afinidad siguiendo las indicaciones
descritas en Material y Métodos (C.I1.8.2.3.).

El proceso de purificacion de Pph2 se llevo a cabo en varios lotes, ya que el
volumen total de cultivo empleado para la purificacion de esta proteina fue de 6.5 litros,
tratando en cada uno de ellos 500 ml de cultivo inducido. En la Fig. 55A se muestra el
resultado de una de las purificaciones. Como se puede observar, la proteina
recombinante Pph2 eluye en la primera y segunda muestra de la fraccion
correspondiente a 500 mM de imidazol. A continuacion, las muestras resultantes de la
purificacion fueron concentradas para eliminar el imidazol presente en las mismas.

La muestra asi obtenida fue comprobada mediante Western blot siguiendo el
protocolo descrito en Material y Métodos (C.I1.8.3.) para confirmar que se trataba de la
proteina de interés. Efectivamente, la proteina detectada, empleando un anticuerpo
especifico frente a la cola de histidinas, (Fig 56B) presentaba el mismo tamafio al
detectado en los geles SDS-PAGE (Fig. 55A).
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Figura 55. Purificacion de la proteina recombinante Pph2 de M. xanthus. S: Marcadores de peso
molecular (kDa). M: extracto de E. coli con Pph2 inducida antes de la purificacion. Las lineas 1, 2,
3,4 y 5 corresponden a las fracciones de elucion con concentraciones de 100, 300 y 500 mM de
imidazol. A) Analisis mediante SDS-PAGE. B) Confirmacion mediante Western blot de las
fracciones 1 y 2 correspondientes a 500 mM de imidazol.

D.V.8.3. Determinacion de la actividad fosfatasa de Pph2

Una vez purificada la proteina Pph2, el siguiente paso fue tratar de demostrar su
actividad fosfatasa frente al pNPP, un sustrato genérico de este tipo de proteinas. Para
ello, se siguieron las indicaciones descritas en Material y Métodos (C.I1.8.6.).

La actividad catalitica de Pph2 se demostré mediante el andlisis de su capacidad
para hidrolizar el pNPP generando fosfato y p-nitrofenol. En este ensayo se puso en
contacto la proteina, purificada y concentrada, con el sustrato pNPP en un tampén de
desfosforilacién apropiado que aportaba iones divalentes necesarios para la actividad de
la proteina.

La actividad fosfatasa de Pph2 sobre el pNPP se analiz6 utilizando 6 tampones
que presentaban diversos pHs y a los que se adicionaron uno o varios de los siguientes
metales: manganeso, magnesio, calcio, niquel y zinc. (Composicion exacta en C.1.3.).
Los ensayos se llevaron a cabo incubando las muestras a 37°C durante 30 minutos
empleando de 1 a 2.5 pg de proteina purificada.
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La medida de actividad fosfatasa frente al pNPP de Pph2 purificada demuestra
que la proteina Pph2 de M. xanthus es una fosfatasa funcional, puesto que es capaz de
hidrolizar el sustrato en presencia de iones manganeso, un i6n requerido para la actividad
de la mayoria de fosfatasas pertenecientes a la superfamilia PPP. Como se observa en la
Fig. 56, cuando Pph2 se incuba en un tampdén con manganeso, la mayor tasa de hidrolisis
de pNPP se produce a pH cercano a la neutralidad. El nivel de actividad detectado no es
muy elevado. No obstante, cuando el i6n metalico incorporado a la reaccion difiere del
manganeso no se detecta actividad en ninguna de las condiciones analizadas, lo que
sugiere que la hidrdlisis del pNPP, a pesar de no ser notable, es dependiente de iones
manganeso y ocurre principalmente a pH neutro.
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Figura 56. Actividad enzimatica especifica de Pph2 utilizando como sustrato pNPP en presencia
de iones manganeso, magnesio o niquel a pH 5.2, 6.5 y 8.0. Las reacciones se llevaron a cabo a
37°C durante 30 minutos utilizando de 1 a 2.5 pg de Pph2.

D.V.9. Deteccion de proteinas de M. xanthus que interaccionan con la
fosfatasa Pph2

Para continuar con la caracterizacion de la fosfatasa Pph2 se tratdo de determinar
las proteinas que interaccionan con ella e intervienen en la misma ruta de transduccion de
sefales. Para ello, se realizé el rastreo de una genoteca de expresion de M. xanthus
utilizando el sistema del doble hibrido de levadura como se indica en Material y Métodos
(C.I1.9.). Los genes codificantes de las proteinas interaccionantes durante el rastreo
fueron parcialmente secuenciados y el resultado de la secuenciacion se utilizd para
identificar el gen completo en el genoma de M. xanthus.

En respuesta a un estimulo apropiado, las fosfatasas intervienen en la
transduccion de sefiales interaccionando con sus proteinas diana para desfosforilarlas. La
desfosforilacion de la proteina requiere el contacto con la fosfatasa y, por tanto, la
interaccion proteina-proteina, que puede ser detectada mediante el sistema del doble
hibrido de levadura. En consecuencia, la finalidad de este estudio fue la busqueda de
proteinas capaces de contactar fisicamente con la fosfatasa Pph2, que participen junto a
ella en la misma ruta de transduccion de sefales celulares en M. xanthus.
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La secuencia codificante de la fosfatasa Pph2 de M. xanthus, utilizada como cebo,
se clond en el vector pGBKT7. El plasmido resultante contiene el gen pph2 fusionado
con la secuencia que cifra el dominio de unidon al ADN del factor de transcripcion GALA4.
Por su parte, los genes de la genoteca, que actllan como presas, estan clonados en la
serie de vectores pGAD y se expresan como proteinas de fusion con el dominio activador
de la transcripcion de GAL4. Para la viabilidad de la levadura es necesario que cebo y
presa se expresen de forma simultdnea en la misma célula.

La cepa empleada para analizar las interacciones proteicas en el sistema del doble
hibrido de levadura fue AH109 de S. cerevisiae, que contiene cuatro genes testigo cuya
expresion esta bajo el control de diferentes promotores activados por GAL4. Dos de ellos
son marcadores nutricionales, HIS3 y ADE2, necesarios para la sintesis de histidina y
adenina, respectivamente, en un medio minimo carente de estos aminoacidos. La
presencia de dos marcadores nutricionales permite controlar el nivel de seleccion de la
interaccion. Asi, la ausencia de histidina permite detectar interacciones débiles y las
cepas en las que se producen son incapaces de prosperar en un medio carente de adenina,
cuya ausencia solo permite el crecimiento de levaduras con interacciones muy fuertes
entre las proteinas cebo y presa. Ademas, GAL4 regula la expresion de dos marcadores
enzimdticos, MELI y lacZ, que codifican las enzimas o y [-galactosidasa,
respectivamente. La presencia de promotores inducibles por un mismo regulador, pero
con distinta secuencia, reduce la incidencia de falsos positivos, puesto que solo las
interacciones especificas consiguen activar la expresion de todos estos genes
dependientes de GAL4 de forma simultanea.

D.V.9.1. Construccion del plasmido cebo pGBK-Pph2

Para construir un plasmido que exprese la proteina Pph2 como cebo, se amplifico
el gen pph2 por PCR utilizando los oligonucledtidos Pph2Eco2HF y Pph2Pst2HR (Tabla
9) y el cromosoma de M. xanthus como molde. El vector pPGBKT7 y el producto de PCR
obtenido se digirieron con las enzimas de restriccion EcoRIl y Pstl, y el plasmido
resultante de la unidon de ambos elementos se denominé pGBK-Pph2.

La construccion de la genoteca de expresion de M. xanthus empleada en este
estudio fue realizada por Castanieda-Garcia (2007) en el laboratorio de la Dra. Elias de la
Universidad de Murcia. La genoteca estd construida de tal manera que los fragmentos
génicos clonados cubren el genoma completo de M. xanthus. Para ello, se emplearon tres
enzimas de restriccion diferentes cuya frecuencia de corte es elevada en el cromosoma de
M. xanthus. La clonacion de fragmentos, dentro del rango de tamafio medio de los genes
de esta bacteria, en la serie de vectores pGAD, que difieren entre si en la pauta de lectura
del sitio de clonacién, maximiza la posibilidad de expresar cada fragmento en la fase de
lectura correcta.

D.V.9.2. Rastreo de la genoteca de expresion de M. xanthus con el
plasmido cebo pGBK-Pph2

En primer lugar, se introdujo por transformacion el plasmido cebo pGBK-Pph2
en la levadura S. cerevisiae AH109 y se comprobd que la proteina hibrida Pph2 no
inducia la activacién de la transcripcion de los genes dependientes de GAL4 por si
misma. Ademas, el hecho de que el gen pph2 se clone bajo el control de un promotor
constitutivo y que la proteina Pph2 codificada no presente dominios transmembrana ni
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péptido senal, asegura que esta proteina se produce en cantidades suficientes y puede ser
translocada al nucleo de la levadura.

A continuacion, la cepa portadora del plasmido cebo se transformoé con el ADN
plasmidico procedente de la genoteca de M. xanthus. Para ello, se realizaron 60
transformaciones con muestras procedentes de diferentes combinaciones de los vectores
pGAD con fragmentos cromosdémicos de M. xanthus digeridos con las enzimas de
restriccion Mspl y Acil. En cada una de las transformaciones se empled 1 pg de ADN
plasmidico con la finalidad de que las células de levadura incorporaran de forma
mayoritaria un Unico pldsmido de la genoteca, facilitando asi la posterior identificacion
del fragmento génico responsable de la interaccion. Las células transformantes se
seleccionaron en un medio sin triptéfano, leucina ni histidina. En paralelo, se valor6 la
eficiencia de cada transformacion mediante la siembra de diluciones en medio minimo
SDC TrpLeu, donde s6lo pueden crecer las levaduras que hayan incorporado los
plasmidos cebo y presa. El nimero medio de colonias obtenido en cada transformacion
fue de 50000, por lo que en total se rastrearon unos 3000000 de colonias para la
busqueda de interacciones con la Ser/Thr fosfatasa Pph2.

La busqueda de proteinas interaccionantes no se llevé a cabo directamente con los
transformantes obtenidos en el medio moderadamente selectivo carente de triptdfano,
leucina e histidina. Este medio se emplea en primer lugar porque, al no ser demasiado
restrictivo, permite que prosperen las células de levadura. La siembra inmediata de los
transformantes sobre un medio nutricionalmente demasiado exigente, deficiente también
en adenina, les impediria crecer, ya que no disponen del suficiente tiempo para que la
interaccion entre el cebo y la presa genere una expresion adecuada de los marcadores
nutricionales. De este modo, la seleccion nutricional en medio SDC TrpLeuHis
favorece el crecimiento diferencial de las levaduras que portan interacciones positivas,
dando lugar a colonias definidas de tamafio considerable sobre un crecimiento de fondo.

Posteriormente, las cepas capaces de crecer de forma adecuada en ausencia de
histidina se sembraron en un medio muy restrictivo, carente tanto de histidina como de
adenina, SDC Trp LeuHis'Ade’, en el cual tan sélo crecen las levaduras portadoras de
interacciones entre el cebo y la presa, eliminando asi posibles falsos positivos (Fig. 57A).

Las levaduras presuntamente positivas, capaces de crecer en este tltimo medio, se
verificaron mediante el analisis de la actividad enzimatica a-galactosidasa. La valoracion
cualitativa de la expresion de la enzima se llevo a cabo mediante la adicion al medio
SDC Trp'Leu del sustrato X-0-Gal, dando lugar a una coloracidon azul en las cepas de
levadura que expresan el gen MELI (Fig. 57B).

A continuacion, se aislaron los plasmidos presentes en cada una de las colonias de
levadura que activaban la expresion de los genes dependientes de GAL4, siguiendo el
procedimiento descrito en Material y Métodos (C.I1.5.1.), y se emplearon para volver a
transformar la cepa que contenia el plasmido cebo pGBK-Pph2. Con ello se pretendia
comprobar que se reconstituia el fenotipo observado durante el rastreo. Dichos plasmidos
también se utilizaron para transformar la cepa de S. cerevisiae AH109, previamente
transformada con el vector pPGBKT?7 sin inserto, para comprobar que el fragmento génico
de M. xanthus contenido en el pldsmido presa no activa por si solo la expresion de los
genes dependientes de GALA4, sino que requiere de Pph2 expresada en el plasmido cebo.
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Figura 57. Crecimiento de las cepas de levadura obtenidas tras el rastreo de la genoteca de
expresion de M. xanthus empleando la fosfatasa Pph2 como cebo. A) Determinacion de la
intensidad de la interaccion en medio SDC Trp Leu His” Ade”. B) Seleccion enzimatica en medio
SDC Trp Leu con X-a-Gal para determinar cualitativamente la actividad a-galactosidasa.

Finalmente, se seleccionaron 5 colonias que superaron todos los controles y eran
capaces de crecer en un medio minimo deficiente en histidina y adenina, y ademas,
presentaban tonalidad azulada en medio SDC Trp” Leu con X-a-Gal como consecuencia
de la actividad a-galactosidasa desarrollada (Fig. 57). Estas levaduras, que contenian el
plasmido cebo pGBK-Pph2 y los plasmidos presa interaccionantes, se denominaron
C3(9)msp, C3(14)msp, C1(14)aci, C2(13)aci y C3(4)aci (Fig. 57), donde CX indica el
vector de la serie pGAD utilizado, (x) la colonia analizada y msp o aci la enzima de
restriccion utilizada para la obtencion de fragmentos cromosdmicos durante la
construccion de la genoteca de expresion de M. xanthus.
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D.V.9.3. Secuenciacion de los plasmidos presa contenidos en las cepas
de levadura interaccionantes

Los plasmidos presa, aislados de las cepas de levadura que portaban una
interaccion, fueron secuenciados mediante el empleo del cebador pGADSecF (Tabla 10).
El analisis de las secuencias obtenidas permitié identificar, mediante comparacion con la
secuencia del genoma de M. xanthus, el fragmento cuya expresion es responsable en cada
caso de la interaccion con la fosfatasa Pph2. Ademas, el estudio del punto de insercion de
estos fragmentos cromosomicos en el vector permitid conocer si la fusion obtenida
mantenia una pauta de lectura correcta para la expresion de la proteina hibrida.

El andlisis de los fragmentos cromosomicos detectados durante el rastreo de la
genoteca con el sistema del doble hibrido de levadura reveld que dos de las cinco cepas
seleccionadas expresan fragmentos cromosdmicos pertenecientes a genes de M. xanthus
en orientacion y fase de lectura correcta. El resto de las cepas resultaron ser falsos
positivos que expresan secuencias integradas en una orientacion opuesta respecto al
sentido de transcripcion del gen en que se localizan o bien se traducen en una pauta de
lectura erronea, dando lugar a proteinas anomalas carentes de sentido biologico.

Como resultado de este rastreo, se comprobo que la Ser/Thr fosfatasa Pph2
interacciona con las proteinas MXANI1875 y MXAN5630 de forma especifica. La
primera de ellas se identifico a partir del fragmento de ADN cromosomico portado por la
cepa C3(9)msp, cuya expresion como presa genera una interaccion fuerte con la fosfatasa
(Fig. 57A). La segunda, se determind tras analizar el segmento de ADN cromosdémico
obtenido a partir de la cepa C3(4)aci, que al ser expresado determina una interaccion un
poco mas débil con Pph2 (Fig. 57A). La comparacion de las secuencias aminoacidicas de
estas proteinas de M. xanthus con las depositadas en las bases de datos indica que
MXAN1875 corresponde a una proteina hipotética de funcion desconocida, mientras que
MXANS5630 codifica una glutamina sintetasa de tipo GlnA4.

D.V.9.4. Actividad p-galactosidasa desarrollada por las cepas de
levadura portadoras de las interacciones

Una vez realizados todos los controles y secuenciados los plasmidos presa de las
levaduras presuntamente positivas, s6lo dos de las interacciones detectadas resultaron ser
verdaderas y especificas de Pph2 de M. xanthus. El siguiente paso fue determinar la
actividad B-galactosidasa desarrollada por estas cepas para estimar la intensidad relativa
de la interaccion entre las proteinas. Para ello, se siguieron las indicaciones descritas en
Material y Métodos (C.11.9.1.).

En la Fig. 58 se muestran los valores de actividad P-galactosidasa de una
interaccion positiva muy fuerte (columna verde), de una interaccion negativa (columna
roja), asi como los de la cepa de levadura portadora de la interaccion entre Pph2 y la
proteina hipotética MXAN1875 (columna azul), y de la interaccién de Pph2 con la
glutamina sintetasa GInA4 (MXANS5630) (columna rosa).
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Figura 58. Analisis cuantitativo de la expresion del marcador enzimatico /acZ, que codifica la
enzima [-galactosidasa, en el estudio de la interaccion de Pph2 con las proteinas detectadas
durante el rastreo de la genoteca, asi como de un control positivo, correspondiente a una
interaccion muy fuerte, y de un control negativo, donde no existe interaccion.

Los valores de actividad B-galactosidasa obtenidos indican que la interaccion
entre Pph2 y las proteinas detectadas durante el rastreo de la genoteca de M. xanthus es
de una intensidad moderada, dado que los niveles de actividad medidos para ambas
interacciones representan, aproximadamente, la mitad del nivel mostrado por Ia
interaccion fuerte empleada como control positivo. Sin embargo, esos valores son tres
veces superiores al nivel de actividad B-galactosidasa cuantificado entre dos proteinas
que no interaccionan, representado en el caso del control negativo. Por tanto, los valores
obtenidos de las medidas realizadas de las interacciones Pph2-MXAN1875 y Pph2-
GInA4 son significativos. En general, los valores de actividad -galactosidasa obtenidos
son muy bajos, incluso para el control positivo, debido a que la expresion de la enzima 3-
galactosidasa se encuentra bajo el control de un promotor muy débil de tipo MELI.

D.V.9.5. Interaccion de Pph2 con GInA

Antes de proceder a la caracterizacion de las proteinas detectadas durante el
rastreo de la genoteca de M. xanthus utilizando la fosfatasa Pph2 como cebo, dado que
una de ellas resultd ser una glutamina sintetasa, se analizd la presencia de otros genes
que cifran proteinas de este tipo presentes en esta bacteria y, en caso de haber, si Pph2
también interacciona con las proteinas codificadas por ellos.

En primer lugar, se identificaron los genes que codifican glutamina sintetasas en
el genoma de M. xanthus. La estrategia de busqueda empleada fue confrontar el dominio
catalitico de este tipo de proteinas, definido por la base de datos PFAM (Finn et al.,
2008), frente a la secuencia del genoma de M. xanthus utilizando el programa BLASTP
(Altschul et al., 1997). De esta manera, se determin6 que en el genoma de M. xanthus
hay dos proteinas de tipo glutamina sintetasa, denominadas GInA y GlnA4, de las cuales
la segunda fue detectada como proteina interaccionante con la Ser/Thr fosfatasa Pph2
durante el rastreo de la genoteca de expresion de M. xanthus.
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El siguiente paso fue determinar, mediante el empleo del sistema del doble
hibrido de levadura, si la otra glutamina sintetasa, GInA (MXANO0912), interacciona con
la fosfatasa Pph2.

El analisis de la interaccion Pph2-GInA requeria la expresion de la proteina GInA
como presa, ya que la fosfatasa Pph2 fue expresada como cebo para el rastreo de la
genoteca de expresion de M. xanthus. En primer lugar, se amplificd por PCR el gen ginA
a partir de los oligonucledtidos GInAEco2HF y GInAXho2HR (Tabla 11), utilizando
como molde el ADN cromosomico de M. xanthus. A continuacion, se digirieron con las
enzimas de restriccion EcoRI y Xhol, tanto el producto de PCR obtenido como el vector
pGADT?7 y se pusieron en contacto. Como resultado de la ligacion se obtuvo el plasmido
pGAD-GInA, que expresa la proteina GInA fusionada al dominio de activacion de
GALA4. Finalmente, la cepa de levadura portadora del plasmido cebo pGBK-Pph2 se
transformo con el plasmido presa pGAD-GInA.

Los transformantes obtenidos no fueron capaces de crecer en medios minimos
carentes de histidina y/o adenina, ni tampoco presentaban coloracion azulada en un
medio con el sustrato X-a-Gal (no mostrado). Todo ello indica que la proteina Pph2 de
M. xanthus no interacciona con GInA de M. xanthus en el sistema del doble hibrido de
levadura.

D.V.9.6. Caracterizacion de la proteina hipotética MXAN1875

Tras los primeros andlisis que indicaron que el gen MXANI1875 codifica una
proteina hipotética que interacciona con la fosfatasa Pph2, el siguiente pasé consistio en
la caracterizacion de dicha interaccion proteica. Para ello, se tratd de determinar el
momento y las condiciones en las que ambas proteinas interaccionan.

D.V.9.6.1. Analisis de las secuencias nucleotidica y aminoacidica de MXAN1875

MXANI1875 es un gen de 831 pb que codifica una proteina hipotética soluble de
276 aminoacidos y 31100 de peso molecular estimado. El GTG considerado como codon
de iniciacion de la traduccion, destacado en verde en la Fig. 59, se determin6 en funcion
del uso de codones, dado que el 89.5% de los tripletes presentan G 6 C en la tercera
posicion del codon, lo que representa un uso de codones tipico de M. xanthus (Bibb et
al., 1984; Inouye et al., 1989; Shimkets, 1993). El analisis de la secuencia nucleotidica
que precede al codén de iniciacion no permitid identificar un sitio de union al ribosoma
caracteristico.

La comparacion de la secuencia aminoacidica de MXAN1875 con las proteinas
depositadas en las bases de datos indicd que esta proteina carece de motivos funcionales
reconocidos y so6lo mantiene una estrecha similitud con dos proteinas hipotéticas de
Stigmatella aurantiaca.

167



Resultados

CGGTGGAGACGT GCCCGCCGGGCCGCTGGCCGCTGGCCGTGT GCAAGGACGACGGGCAGCCACCCCTCGTCGCCATGCAGTTGGATGACTTCCTTGAGC
TGETGCCCmGTG GTG GGA GGC CCG TCC TCG GTG AGT GAC TTC TTC GGC CAC CTC CTG GGC CTG CTG

mmCGT GTG GAG GCG CTC GCC TCT CGG CAC CAG GCC GTC TTC GCG GCT GCG CGC ACG CGG CGG CCG
EMGCC TTC GCC CGC CAT GCC ACG CTC GAA TCG GTG CTG GCC GCG TTG GGT GAC GCG CGC GAG GAG
mmACG TAC CCG GAG CGG GAA GCC CTC ACC CGG GCC CTG GTG GCC GAA ATC CAG GCC TCC TCC AGC
PEMCCG GCG TGG ACG GCT GCA CTC GCC TCC GCC TAC GCC CCC ATG CTG ACG CGT CTG CGC CGC CGC
mmATC ATC GGC AAC GCG GTG CCC AAA GAG GAC CTC GAC CAG CTC GTC CTC GCC ACC TTT CTG TCC
EmGTC GCG CGC GCC TTC CCC CTC TCG CGC TGG GGT GAC TGG ACT GCC GCC CGC CTG CGC CAG CAG
mmACA GCG CGC GAG GTA TTC CGC TAC CTC CGC AAG GAG CGC GCG GAG CAG CAC GAC ACG TAC ACG
EMCAG TCG CAG CTC GCC GAG TGG CTG CCC GAC GCT CGG CCC GCC ACG CCG GTG GAG AGC CCC AGA
mCGG CCC AGC GTC CGC CGG AGC TTC GTG CGG AGG GAT GCG GTG CTG GTA CAC CTC GCC CGG GCC
EWACG CTG CCT CGC AGC GAC GTC GAG GTC CTC ATG GCC ACC GTC GTC CGG CGC GAG AAG CTG CGC
EMGCC TAC GTC AGC CGC CTC GTC GAG GGC GAC ACC ACC GAG GTC GAG CGG GTG TAC CAG CGG CTG
EMAAG CGC CAG CGC ACG CGG CTG ATG CAG CGC CTG CGC ACC CAG GAC GTG GAC GCC GCA GTA CAG

EMCCC CCC GGA GGC TGC TGA GGGAAGGCATGGCCCAGAAGAAGCCCCTCAAGAAGCTGGGGCGCCCCACCAAGGCCGAAGGCCCTCGGCT
GCCTCATGACGAGGTGGACAGGCTCCTCGT GGAAGGCGAGGAGGT GCCCACCACGCGGGGCCGT GTGAAGCGCCGCTTCCCCTCCTTGCGCGAGCT GGC

Figura 59. Secuencia nucleotidica del gen MXANI1875 de M. xanthus. En verde se indica el
codon de iniciacion, en rojo el de terminacion y en naranja la secuencia de aminoacidos deducida
a partir del gen.

D.V.9.6.2. Analisis de las regiones genémicas situadas en torno al gen MXAN1875

Mediante este analisis se tratd de determinar la posible funcidén de esta proteina
hipotética al relacionarla a nivel funcional con las proteinas codificadas por los genes
que se encuentran en el mismo operon.

El analisis de los genes localizados en las proximidades del gen MXAN1875 en
el genoma de M. xanthus reveld la presencia de otros 4 genes orientados en el mismo
sentido de transcripcion, localizados 3 de ellos por detras y 1 por delante respecto a
MXANI1875. Los 5 genes se encuentran proéximos y podrian formar parte del mismo
operon (Fig. 60A). Los genes integrados en esta region presentan un uso de codones
tipico de M. xanthus, es decir, en torno al 90% de los tripletes presenta G 6 C en la
ultima base.

La comparacion de las proteinas codificadas por estos genes con otras proteinas
depositadas en las bases de datos determind que solamente una de ellas muestra
homologia con otras proteinas o familias de proteinas, mientras que las restantes no
muestran similitud alguna (Fig. 60B).

MXAN1875 genera una proteina hipotética soluble de 329 residuos que carece
de dominios funcionales representativos y tan so6lo muestra similitud muy baja con
reguladores transcripcionales.

MXAN1876 cifra una proteina de 219 residuos, soluble. Se trata de una
exonucleasa ya que posee el motivo conservado propio de estas proteinas entre los
residuos 31 y 195. Esta familia incluye una variedad de proteinas exonucleasas tales
como la ribonucleasa T y la subunidad ¢ de la ADN polimerasa III (Koonin y
Deutscher, 1993). Ademas, la proteina codificada por MXAN1876 muestra homologia
con las subunidades a y € de la ADN polimerasa III de otras bacterias.

MXAN1877, por su parte, codifica una proteina hipotética soluble de 391
aminoacidos.
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Finalmente, MXAN1878 codifica una proteina soluble de 204 residuos,

hipotética, pero que presenta una baja homologia con exonucleasas y helicasas del
ADN.

Por tanto, la mayoria de las proteinas que forman parte del operén son proteinas
hipotéticas, aunque algunas muestran homologia en mayor o menor medida con
enzimas implicadas en la replicacion y transcripcion del ADN.

A) t t t f t t
2196k 2157k 2198k 2199k 2200k, 2201k
HXANLE7Y MXANLETE MANLETE
MHANLETS MHANLETT
— ¢ |
B)
. Tamafio
MXAN Homologia Pfam (Aa)
1874 | Hipotética 329
1875 Hipotética 276
1876 | Exonucleasa PF00929 219
1877 | Hipotética 391
1878 | Hipotética 204

Figura 60. Genes situados en torno al gen de la proteina hipotética MXAN1875 en el genoma de
M. xanthus. A) Organizacion gendmica. B) Similitud y caracteristicas de las proteinas codificadas
por esos genes.

D.V.9.6.3. Determinacion del perfil de expresion de MXAN1875

Para tratar de determinar en qué momento del ciclo de vida de M. xanthus
interacciona MXAN1875 con la fosfatasa Pph2 se determind el momento en el que su
gen codificante se expresa. Para ello, se construy6 una fusion entre el gen lacZ de F.
coli y el gen MXANI1875 de M. xanthus siguiendo el protocolo descrito en Material y
Meétodos (C.I1.11.1.). El gen lacZ codifica la enzima B-galactosidasa cuya actividad
puede ser analizada de modo cualitativo y/o cuantitativo y, a partir, de la misma, inferir
el perfil de expresion del gen de interés fusionado con lacZ.

Para la obtencion del plasmido portador de la fusion se llevdé a cabo la
amplificacion por PCR de un fragmento de 800 pb que incluye los 50 primeros codones
del gen MXAN1875 y la region localizada justo por delante del mismo, utilizando como
molde el ADN cromosoémico de M. xanthus y los oligonucleotidos 1875Bam y 1875Kpn
(Tabla 5). El producto de PCR obtenido se digiri6 con las enzimas de restriccion Kpnl y
BamH]I, al igual que el vector pKY481. Ambos productos de las digestiones se pusieron
en contacto y el plasmido generado se denomind pKY-MXAN1875.

Finalmente, se generd la cepa portadora de la fusion tras la integracion del

plasmido pKY-MXANI1875 en el cromosoma de la cepa silvestre DZF1 de M. xanthus.
La cepa resultante, denominada 1875LZ, se verifico mediante Southern blot (Fig. 61A).
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Figura 61. A) Southern blot para la identificacion de la cepa portadora de la fusion entre el gen
MXAN1875 de M. xanthus y el gen lacZ de E. coli. La calle C corresponde al ADN cromosémico
de la cepa silvestre DZF1 utilizado como control y la calle F al de la cepa portadora de la fusion
digeridos ambos con Xhol. La sonda empleada fue el producto de PCR utilizado para la
construccion de la fusion. El tamafio de los fragmentos esperados era de 4.0 kb en el caso de la
cepa silvestre DZF1 y de 2.8 y 10.3 kb en el de la fusion. B) ADN cromosoémico de la cepa
silvestre DK 1622 digerido con X#Aol. La sonda empleada fue la misma que en el apartado A). El
tamafio del estdndar se muestra en kb.

El resultado de este Southern blot revelo la presencia, tanto en el cromosoma de
la cepa silvestre DZF1, como en el de la cepa portadora de la fusion, de las bandas de
tamafio esperado, asi como de otra banda adicional de 2.3 kb. El hecho de que la banda
adicional presentara una intensidad de sefial similar a la de las esperadas descartaba que
su aparicion se debiera a falta de especificidad de la sonda empleada y plante6 la
posibilidad de que la region cromosémica utilizada como sonda (que incluye los 150
primeros nucledtidos de MXAN18745) se encontrase repetida en la cepa DZF1 de M.
xanthus y no fuese Uinica como en el caso de la cepa DK1622 de esta mixobacteria, segiin
ha revelado la secuenciacion de su genoma. Para comprobarlo, se procedio a digerir el
ADN cromosomico de la cepa DK1622 con la misma enzima de restriccion y se efectud
un Southern blot empleando la sonda anterior para la hibridacion. En este caso, sélo se
obtuvo la banda esperada (Fig. 61B). De esta manera, se pudo comprobar que la cepa
DZF1 posee, al menos, una copia adicional del gen MXANI1875 en su genoma.

El analisis cualitativo de la actividad B-galactosidasa desarrollada por la cepa
1875LZ en los medios adicionados con X-Gal indica que el gen MXANI1875 no se
expresa a niveles detectables con esta técnica durante el crecimiento vegetativo en CTT,
ni tampoco a lo largo del desarrollo en los medios CF, TPM y TM, ya que no fue posible
apreciar el desarrollo de color azulado bajo las condiciones analizadas (no mostrado). De
igual forma, la cuantificacion de la actividad B-galactosidasa no ofrecid resultados
significativos, lo que impidié conocer el perfil de expresion del gen MXANI1875 a lo
largo del ciclo de vida de M. xanthus.

170



Resultados

D.V.9.6.4. Implicacion de MXAN187S5 en el ciclo de vida de M. xanthus

Para tratar de estudiar el papel de la proteina MXAN1875, en relacion con la
funcién que la fosfatasa Pph2 ejerce durante el ciclo de vida de M. xanthus, se procedio
a la obtencion de una cepa portadora de la delecion del gen MXANI1875. El analisis
fenotipico de esta cepa, carente de la proteina hipotética, permitiria determinar el papel
de esta proteina en el ciclo de vida de M. xanthus.

D.V.9.6.4.1. OBTENCION DE UN MUTANTE DE DELECION PARA EL GEN
MXANI1875

La obtencion de este mutante de delecion supuso la eliminacion de 681 pb de las
831 pb constituyentes del gen, dado que se mantienen los primeros 50 codones y el
codon de terminacion del gen, y se sustituye el resto por la secuencia que representa un
sitio de restriccion, manteniendo la pauta de lectura. Para la obtencion de dicho mutante
se siguieron las indicaciones descritas en Material y Métodos (C.11.12.1.).

El plasmido portador de la delecion en fase del gen MXANI1875 se obtuvo tras
proceder a la clonacion de dos fragmentos de 800 pb, situados justo por encima y por
debajo de este gen, en el vector pBJ113. Para ello, se llevo a cabo la amplificacion por
PCR de ambos fragmentos a partir del ADN cromosomico de M. xanthus con las parejas
de cebadores 4875Bam-1875Kpn y 1875IFHin-18751FBam (Tabla 6). Ambos
fragmentos se clonaron de manera secuencial en el vector pBJ113 utilizando las
enzimas adecuadas, y el plasmido resultante se denomindé pAMXAN1875.

Por tanto, el plasmido pAMXANI1875 contiene dos fragmentos de 800 pb
conectados por un sitio de restriccion BamHI, y en el que se ha eliminado el 82% del
gen MXAN1875 manteniendo la pauta de lectura.

Tras electroporar este plasmido en la cepa silvestre DZF1 de M. xanthus se
originaron intermediarios merodiploides resistentes a kanamicina con el plasmido
pAMXAN1875 integrado en el cromosoma que fueron comprobados mediante Southern
blot (no mostrado). A partir de un intermediario correcto fue posible aislar colonias
recombinantes haploides que se analizaron mediante Southern blot para tratar de
diferenciar las colonias que habian revertido a genotipo silvestre de las que portaban la
delecion deseada. El resultado de este Southern blot reveld que solo una de las cuatro
colonias analizadas era mutante (M1), mientras que las tres restantes revirtieron a
genotipo silvestre (M2, M3 y M4) (Fig. 62). La cepa mutante de delecion para el gen
MXAN1875 de M. xanthus se denomind6 AMXAN1875.

En esta ocasion, el revelado del Southern blot mostré dos bandas adicionales a
las esperadas en las calles correspondientes al cromosoma de la cepa silvestre DZF1 y
de las colonias recombinantes (calles M y DZ, Fig. 62) y la presencia de la tinica banda
esperada en el cromosoma de la cepa silvestre DK1622 (calles DK, Fig. 62). Lo que
confirma los resultados obtenidos durante la construccion de la fusion con /acZ para el
mismo gen, es decir, que la regién cromosodmica del gen MXAN1875 estd presente en
mas de una copia en el genoma de la cepa DZF1 de M. xanthus.
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Figura 62. Southern blot para la identificacion del mutante de delecion para el gen MXAN1875
de M. xanthus. Las calles M corresponden al cromosoma de las colonias recombinantes, mientras
que las calles DZ y DK muestran el cromosoma de las cepas silvestres DZF1 y DK1622,
respectivamente, utilizadas como control. En todos los casos, los cromosomas fueron digeridos
con Xhol. El fragmento amplificado por debajo del gen MXAN1875 fue empleado como sonda. El
tamafio de los fragmentos esperados era de 4.0 kb en el caso de los silvestres y de 3.2 kb en el del
mutante. El tamafio del estandar se muestra en kb.

D.V.9.6.4.2. CARACTERIZACION DEL MUTANTE AMXAN1875

Para tratar de relacionar la funcion de la proteina MXAN1875 con la de la
fosfatasa Pph2 con la cual interacciona, se analizaron en el mutante de delecion
obtenido, mediante la comparacion con la cepa silvestre DZF1, distintos aspectos del
ciclo de vida de la mixobacteria siguiendo las indicaciones descritas en Material y
Métodos (C.I1.12.2.).

D.V.9.6.4.2.1. Crecimiento vegetativo

El efecto que la delecion del gen MXAN1875 pudiera tener sobre el crecimiento
vegetativo de M. xanthus se determino tras cultivar tanto la cepa silvestre DZF1 como el
mutante de delecion AMXAN1875 en medio CTT liquido y solido para la realizacion de
una curva de crecimiento y determinar la movilidad de las cepas. Durante el desarrollo
de estos experimentos no se detectaron diferencias significativas en el crecimiento
desarrollado por ambas cepas.

D.V.9.6.4.2.2. Ciclo de desarrollo

Mediante el estudio del efecto que la delecion del gen MXAN1875 ejerce durante
el ciclo de desarrollo sobre la agregacion y fructificacion, asi como durante la
esporulaciéon y germinacion de las mixdsporas, fue posible establecer la funcion
desempefiada por la proteina sobre el control de los distintos eventos que conforman esta
etapa del ciclo de vida de M. xanthus.
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Fenotipo durante el ciclo de desarrollo

El estudio de la progresion del ciclo de desarrollo del mutante de delecion
AMXAN1875, en comparacion con la cepa silvestre DZF1, se llevo a cabo cultivando
ambas bacterias en medios pobres en nutrientes capaces de inducir el ciclo de desarrollo.
Los medios empleados, CF y TPM, presentan caracteristicas nutricionales diferenciales
que condicionan el ritmo de la evolucion de esta fase del ciclo de vida de M. xanthus.

En la Fig. 63 se muestran los cuerpos fructificantes generados en medio CF y
TPM por las cepas silvestre y AMXAN1875 a densidad optica de partida, medida a 600
nm, de 60 y 15. Al comparar la progresion del ciclo de desarrollo de ambas bacterias en
los dos medios inductores del desarrollo empleados, se aprecia que el mutante carente de
la proteina hipotética MXAN1875 presenta un desarrollo ligeramente prematuro, puesto
que la formacion de cuerpos fructificantes se encuentra adelantada con respecto a la cepa
silvestre (Fig. 63). De este modo, tras 24 horas de incubacién en medio CF, a partir de
cultivos concentrados a DOgq de 60, la cepa silvestre produce cuerpos fructificantes bien
formados y empaquetados, pero con un grado de madurez ligeramente inferior al
mostrado por la cepa mutante. Ademas, las cepas DZF1 y AMXAN1875 generan cuerpos
fructificantes que difieren en su morfologia, siendo de mayor tamafio y mas alargados los
formados por la cepa mutante de delecion que los producidos por la cepa silvestre (Fig.
63).

Un resultado analogo se obtuvo cuando estas cepas se cultivaron en medio TPM.
Sin embargo, se observan mayores diferencias entre las cepas silvestre y mutante cuando
la densidad celular de partida en ambos medios fue de 15. En este caso, igualmente
transcurridas 24 horas de incubacion, el silvestre muestra cuerpos fructificantes
inmaduros y translucidos, mientras que la cepa mutante carente de la proteina hipotética
produce cuerpos fructificantes definidos y empaquetados con cierta opacidad, en una fase
mas avanzada de maduracion (Fig. 63).

A medida que progresa el ciclo de desarrollo, las diferencias fenotipicas entre las
cepas DZF1 y AMXAN1875 se atentian, de tal manera que una vez completadas 48 horas
de incubacion, las dos cepas presentan cuerpos fructificantes maduros muy similares
entre si, totalmente opacos y con un elevado grado de empaquetamiento.

24 h, DOgy 60 24 h, DOgy 15

DZF1 AMXAN1875 AMXAN1875

ATy

Figura 63. Analisis fenotipico en los medios CF y TPM, tras 24 horas de incubacion, por las
cepas silvestre DZF1 y mutante AMXAN1875 de M. xanthus de cultivos concentrados a DOggg
inicial de 60 y 15. La barra representa 1 mm.
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Los resultados anteriores muestran que la cepa mutante de delecion para el gen
MXANI1875 presenta un ligero adelanto en el ciclo de desarrollo que se mantiene tan
solo hasta las 24 horas de incubacion. Para confirmar que la cepa mutante presenta un
desarrollo prematuro se recurrio a la misma estrategia empleada para la caracterizacion
del mutante Asix4, es decir, el empleo de variantes del medio CTT con diferentes
concentraciones de nutrientes.

De este modo, se utilizaron los medios 3/5 CTT, 2/5 CTT y 1/5 CTT que
presentan un contenido decreciente de Bacto-casitona y una DOgg de partida de 60 para
cada cepa. El empleo de estos medios permiti6é observar que el mutante forma cuerpos
fructificantes inmaduros en medio 3/5 CTT (Fig. 64) tras 24 horas de incubacion,
mientras que la cepa silvestre sOlo presenta agregados incipientes. Un resultado
equivalente se observa en el medio 2/5 CTT, mientras que en el medio 1/5 CTT las
diferencias entre ambas cepas son menores (Fig. 64). Transcurridas 48 horas de
incubacion, la cepa AMXANI1875 genera cuerpos fructificantes plenamente maduros,
nitidos y definidos en 1/5 CTT, disminuyendo el grado de maduracion, nitidez y
definicion en 2/5 CTT y mas ain en 3/5 CTT, esto es, en relacion a la cantidad de
nutrientes presentes en el medio. Una situacion similar se da en la cepa silvestre, pero
en todos los medios empleados la formacion de cuerpos fructificantes se muestra en un
estadio retrasado respecto al de la cepa AMXANI875, quedando reducida a la
generacion de simples agregados en el caso del medio 3/5 CTT (Fig. 64).

Por tanto, los resultados obtenidos del andlisis fenotipico durante el ciclo de
desarrollo de las cepas DZF1 y AMXANI1875 indican que existe un adelanto en la
formaciéon de los cuerpos fructificantes en la cepa carente del gen MXANI1875, de
manera que este mutante de delecion muestra un fenotipo opuesto al ofrecido por la
cepa carente de la fosfatasa Pph2 con la cual interacciona la proteina MXAN1875.

24 h 48 h
DZF1 AMXANI1875 DZF1 AMXAN1875

3/5CTT

2/5 CTT

1/5 CTT

Figura 64. Analisis fenotipico de las cepas silvestre DZF1 y mutante AMXAN1875 en medio
CTT con distintas concentraciones de Bacto-casitona tras 24 y 48 horas de incubacion utilizando
una DOy de partida de 60. La barra representa 1 mm.
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Esporulaciéon

Para llevar a cabo el recuento de las mixdsporas originadas por las cepas DZF1 y
AMXANI1875 se empled el medio CF. De esta manera, se podria determinar si existe

relacion entre el adelanto observado en la formacion de los cuerpos fructificantes y la
produccion de esporas.
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Figura 65. Recuento de esporas producidas por las cepas silvestre DZF1 y mutante AMXAN1875
de M. xanthus en medio CF.

Los resultados obtenidos reflejan la relacion existente entre el fenotipo
observado durante el ciclo de desarrollo y la produccion de estructuras de resistencia, ya
que existen diferencias significativas en el nlimero de mixdsporas producidas por las
cepas silvestre y mutante de delecion para MXANI1875. De esta manera, la cepa
silvestre produce 9.6x10° mixésporas/placa tras 48 horas de incubacion, frente a 1.7x10’
mixdsporas/placa generadas por AMXANI1875 (Fig. 65). A pesar de que en estadios
posteriores del ciclo de desarrollo las diferencias fenotipicas entre ambas cepas se
reducen, estas diferencias se mantienen en los recuentos efectuados transcurridas 96
horas de incubacién, produciendo la cepa silvestre 3.9x10” mixésporas/placa, frente a
5.4x10” mixosporas/placa originadas por la cepa mutante (Fig. 65).

Germinacion

Para determinar si las esporas producidas por la cepa mutante AMXANI875
presentan la misma viabilidad que las mixdsporas generadas por la cepa silvestre DZF1,
se estudid la germinacion de las mismas. Para ello, las muestras utilizadas para efectuar
los recuentos fueron expuestas a condiciones de disponibilidad de nutrientes.

Las células de resistencia producidas por la cepa mutante presentan una
reduccion en la eficiencia de germinacion, siendo del 2.7%, frente al 7.5% en la cepa
silvestre tras 72 horas de incubacion.
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D.V.9.7. Caracterizacion de la glutamina sintetasa GInA4
(MXANS630)

Durante el rastreo de una genoteca de expresion de M. xanthus mediante el
sistema del doble hibrido de levadura utilizando la fosfatasa Pph2 como proteina cebo,
junto a la interaccion con MXAN1875, se detecto la interaccion con MXAN5630 cuyo
analisis de secuencia indica que corresponde a una enzima glutamina sintetasa GlnA4.

La glutamina sintetasa (GS) es la principal enzima para la asimilacion de
amonio, por conversion de glutamato en glutamina, en numerosos procariotas. Esta
formada por 12 subunidades idénticas y sufre modificacién posttraduccional por
adenilacion en enterobacterias. Dicha regulacion consiste en la union covalente de un
grupo AMP a un residuo de tirosina de cada subunidad, lo cual inactiva la enzima
progresivamente (Merrick y Edwards, 1995). Existen otras formas de modificacion
covalente, como en el caso de Rhodospirillum rubrum, Streptomyces griseus y

Synechocystis, en los que la modificacion ocurre mediante ADP ribosilacion (Merrick y
Edwards, 1995).

Ademas, se han descrito varias formas de glutamina sintetasa, siendo GSI la
enzima universal con una secuencia altamente conservada (Merrick y Edwards, 1995).
Sin embargo, muchas bacterias sintetizan mas de una forma de glutamina sintetasa
(Harth et al., 2005; Rexer et al., 2006).

Por su parte, M. xanthus contiene 2 genes de este tipo, denominados g/nAd y
glnA4 que no han sido caracterizados, de manera que el estudio de la interaccion de
GInA4 con la fosfatasa Pph2 podria esclarecer el papel que esta proteina desempefia en
el ciclo de vida de la mixobacteria.

D.V.9.7.1. Analisis de las secuencias nucleotidica y aminoacidica de GlnA4

Una vez que se hubo secuenciado el plasmido presa en el cual se encontraba
parcialmente clonada la secuencia codificante de la enzima glutamina sintetasa se
procedio al analisis de su secuencia completa.

Como codon de iniciacion se considerd un codon alternativo de tipo GTG,
destacado en la Fig. 66 en verde. Este triplete de iniciacion se encuentra en la misma
pauta de lectura que el codon de terminacion de la secuencia, TGA, destacado en rojo, e
inicia una pauta de lectura con el uso de codones tipico de M. xanthus (Bibb et al., 1984;
Inouye et al., 1989; Shimkets, 1993), ya que el 95% de los tripletes presentan G o C en la
tercera posicion. No fue posible determinar un sitio claro de unién al ribosoma tras el
analisis de la region gendmica localizada por delante del codon de iniciacion establecido.

El gen glnA4 esta constituido por 1350 pb y codifica una proteina soluble de 449
aminoacidos, con un peso molecular estimado de 50000.
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AACCCGACCCAAGGCGAAGGTCCTGACCCACCCTGCCATGGCTCGCCGGGTTCGCGGCAAGGCATCGCGT GCACCGGCGCGAGGCCCGGCGGCGCGGGA
CGCGGCGAQPGT G GAC ACG CTG CGC CGC TGG CTG GAT GAG AAG GGC GTC CAG AAG GTG AAG GTG GGC

EmGCG GTG GAC GTC GAT GGC GTC TGG CGC GGC AAG TAC ATC TCC CTG GAG AAG TTC CTC AGC GCC
EGCC AAA GGC GGC CTG GGC TTC TGT GAC GTC GTC TTC GGC TGG GAC TTG AGC GAC GAC TTG CTC
EMGAC AAC ACC CAG GTG ACG GGC TGG CAC ACC GGT TAC CCG GAT GCC CAC GCG AAG GTG GAC CCG
EmICC ACC GGC CGC GTC ATT CCC TGG GAG CCG GAC ACC GCG GCG TTC CTG CTC GAC TTC GAA AAC
BEMCCC GAC GGC ACG CCT TTC GAG GCG AGC CCC CGG CAG TTG CTC CAG AAG GTG GCC GCC CGC GCG
EmCGC TCG CTG GGG TAC CTG CCG CGC TTC GGC GCG GAG TAC GAG TTC TTC ATC TTC AAG GAG CAG
mmCCG CAG AGC CTG CGC GAC AAG GAC TTC CAG GGG CTG ACG CCG CTG ACG CCA GGC ATG TTC GGC
mTAT TCG TGG CTG CGC ACG TCG CTC AAC GCG CCG CTG GTG CAT GCG CTC ATC GAC GGG TGC AAC
mmGCC TTC GGC CTG GGC ATC GAG GGC TTC CAC ACG GAG ACG GGG CCG GGC GTC TTC GAG GCG GCC
mmATC CGC TAC GAC GAC ATC GAG AAG TCG GCG GAC AAG GCC GCG CTC TTC AAG ACG GTG GTG AAG
EMGAG ATT TGC GCC CGC CAC GGC GTC ACC GCG TGC TTC ATG GCG AAG GTG GAC GCG AAG CTG CCG
GGG TGC TCG GGG CAC GTC CAC CAG TCG CTG TGG GAT TTG GAC GGG GAG CAG AAC CTC TTC CAC
EMCGAC GCG AAG GCG CCC CAC GGC ATG AGC AAG CTG CTG CGC CAC TAC ATC GGC GGG CAG GTG GCG
mmCTG ATG CCG GAG CTC ACC GCG CTC TAC TGG CCC ACC ATC AAC AGC TAC AAG CGC AGC GTG GAG
EMAAT ACC TGG GCG CCC ACC ACC GTG ACG TGG GGC CTG GAG AAC CGC ACC ACC GCC ATC CGC GTC
EMATC GGT GAG AGC GCC AAG GCG ATG CGC CTG GAG TAC CGG CAG TTG GGC GCG GAC ATG AAT GCG
mMTAC ATC GGC ATG GCG GTC AGC CTG GCC GCG GGC CTG TGG GGC ATC GAG AAC GAG GTG GAG CCT
mmCCC GCG CCC TGC GAG TCC AAC GCC TAC GCG AAG AAC GAC GCG CCG CCC TTG CCC CGC AAC CTC
EMAAG GAC GCG GTG GCG CTG CTG AAG GGC AGC GAG CGC GCG CGG GAG TTG CTG GGC TAC GGC TTC
EMGTG GAC CAC TTC GTG CGC ACG CGC GAG TGG GAG GTG CGT CAG TAC GAG CGC GCC GTC ACC AAC

EMIGG GAG TTG GAG CGT TAC CTG GAG CTC ATC TGA TGAGCGCAAATGAGGCAGCCGTCATGAAGCCGTTCGACATTCCCTCC
GAGCCGCGCGT CACCGAGAT GGCGTGGCCCACGCGCATCGTCTTCGGCGCCGGCGCGCT GCTGCGCCTGCCCGCGCAGGCCCAGCGT CTGGGCATCCAG

Figura 66. Secuencia nucleotidica del gen glnA4 de M. xanthus. En violeta se muestra la secuencia
aminoacidica deducida de la glutamina sintetasa GInA4. Se indica en verde el codon de iniciacion y
en rojo el codon de terminacion de GlnA4.

Cuando su secuencia aminoacidica fue comparada con la de otras proteinas
depositadas en las bases de datos, GInA4 de M. xanthus mostrd gran homologia con
enzimas de tipo glutamina sintetasa. De esta manera, muestra un 24.5% de identidad
con GInA4 de S. typhimurium (Janson et al., 1986), un 20.2 % de identidad con GlnA
de M. xanthus, 33.5% de identidad con GInA4 (Rexer ef al., 2006) de S. coelicolor y un
38.0% de identidad con la proteina IpuC de Pseudomonas IKE171 (de Azevedo et al.,
2002). Este analisis también permitio diferenciar en GlnA4 de M. xanthus el dominio
catalitico glutamina sintetasa entre los residuos 110 y 370, el cual juega un papel clave
en el metabolismo del nitrégeno, ya que cataliza la formacion de glutamina a partir de
glutamato y amonio. GInA de M. xanthus posee un dominio adicional de tipo anclaje f3
(PF03951), presente en algunas enzimas de tipo GInA.

Las enzimas glutamina sintetasa de procariotas y eucariotas se caracterizan por
la presencia de 19 aminoacidos estrictamente conservados que juegan un papel clave en
la catalisis y union de sustratos (Fig. 67). GInA4 de M. xanthus carece de tres de ellos.
Las sustituciones encontradas son S53 (numeracion referida a GlnA de S. typhimurium)
por glutamina, N264 por prolina y, por tltimo, E327 por triptéfano. El residuo S53 esta
implicado en incrementar la estabilidad entre las subunidades por interaccion con E327,
mientras que el residuo de N264, por su parte, coordina el grupo amino del glutamato y
estabiliza E327 tras la union de los inhibidores metionina sulfoximina o fosfinotricina.
Finalmente, el residuo E327 estabiliza la estructura tetraédrica formada como
consecuencia del ataque del amonio, acepta un proton del intermediario tetraédrico para
producir L-glutamina, cierra el sitio activo y protege al intermediario y-glutamilfosfato
de la hidroélisis. Sustituciones similares a las encontradas en GInA4 de M. xanthus se
han descrito en otras proteina (Rexer et al., 2006).

177



Resultados

Por otro lado, la mayoria de enzimas glutamina sintetasa presentan en el extremo
C-terminal un motivo de adenilacion (Fig. 68) implicado en el reconocimiento de la
enzima adeniltransferasa que incluye un residuo de tirosina que se modifica
covalentemente. Las dos glutamina sintetasas de M. xanthus carecen de este motivo
(Fig. 67). GInA carece de 7 de los 8 residuos conservados presentes en esta caja de
adenilacion, mientras que GInA4 posee 3 de ellos, al igual que GInA2, 3 y 4 de S.
coelicolor A3(2) (Rexer et al., 2006).
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Figura 67. Alineamiento de la secuencia aminoacidica de la glutamina sintetasa GlnA4 de M.
xanthus con otras glutamina sintetasas (numeros de acceso en Tabla 12). Los aminoacidos
conservados se muestran sobre fondo rojo, mientras que los residuos conservados implicados en la
catalisis y en la union del sustrato aparecen destacados con una estrella azul. Ademas, se destaca
sobre fondo verde la caja de adenilacion. En la parte superior se muestra la estructura secundaria
de la glutamina sintetasa de S. #yphimutium. En la parte inferior, delimitado por flechas verdes,
aparece el dominio glutamina sintetasa (PF00120) de GInA4 de M. xanthus.
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D.V.9.7.2. Analisis de las regiones genémicas situadas en torno al gen glnA4

El andlisis de los genes localizados junto a glnA4 en el genoma de M. xanthus
reveld la presencia de un gen (MXANS5629) orientado en el mismo sentido de
transcripcion, de modo que posiblemente ambos formen parte del mismo operdn (Fig.
68A). Los genes integrados en esta region corresponden a marcos abiertos de lectura
con el uso de codones tipico de microorganismos con alto contenido en G+C como M.
xanthus. Ademds, se muestran otros dos genes que presentan sentido de transcripcion
opuesto (Fig. 68A).

Los productos de estos genes fueron comparados con proteinas depositadas en
las bases de datos para tratar de determinar su posible funcion. Dos de ellas muestran
homologia con proteinas caracterizadas, mientras que la restante no presenta similitud
significativa con ningln tipo proteico concreto (Fig. 68B).

A) : f f f :
293k, B394k 395k 6aTEk 6397k
’nxanaszs gxnwaszg :gxm»lﬁsso . Fxﬂmasm >

B)

MXAN Homologia Pfam T?K:)ﬁo
5628 Hipotética 246
5629 | Alcohol deshidrogenasa que contiene Fe PF00465 394
5630 Glutamina sintetasa PF00929 449
5631 Glutamina amidotransferasa de clase I PF00117 251

Figura 68. Genes situados en torno al gen de la glutamina sintetasa GlnA4 en el genoma de M.
xanthus. A) Organizacion gendmica. B) Similitud y caracteristicas de las proteinas codificadas por
€s0s genes.

MXANS5628 genera una proteina hipotética soluble de 246 residuos que carece
de dominios funcionales representativos y tan s6lo muestra similitud muy baja con la
proteina FtsQ implicada en la division celular (Joseleau-Petit ef al., 1999).

MXANS5629 cifra una proteina soluble de 394 residuos. Esta proteina pertenece
a la familia alcohol deshidrogenasa que contiene hierro, ya que posee el motivo
conservado propio de esta familia entre los residuos 18 y 386. Las proteinas
pertenecientes a esta familia catalizan la oxidacion reversible de etanol a acetaldehido
con reduccion de NAD. Se conocen tres enzimas, estructural y cataliticamente
diferentes, que conforman la familia de alcohol deshidrogenasas: las que contienen zinc
o de larga cadena, las de tipo insecto o de corta cadena y las que contienen hierro. La
proteina MXANS5629 presenta homologia, ademas de con otras enzimas alcohol
deshidrogenasas que contienen hierro, con 4-hidroxibutirato deshidrogenasas
dependientes de NAD.

Por ultimo, MXANS5631 cifra una proteina soluble de 251 aminoacidos que

posee un dominio glutamina amidotransferasa de clase I entre los residuos 90 y 211.
Estas proteinas estan implicadas en la eliminacion del grupo amino de una molécula de
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glutamato y en la transferencia del mismo a su sustrato, creando en ¢l un nuevo grupo
C-N. Existen dos tipos de glutamina amidotransferasa. Las de clase I, como es el caso
de MXANS5631, poseen cisteina, histidina y glutamato en el dominio catalitico
conservado.

D.V.9.7.3. Determinacion del perfil de expresion de ginA44

La expresion de glnA4 durante el ciclo de vida de M. xanthus se analiz6 a partir
de la determinacion de la actividad B-galactosidasa desarrollada por una cepa portadora
de una fusion entre el gen glnd4 de M. xanthus y el gen lacZ de E. coli siguiendo el
protocolo descrito en Material y Métodos (C.I1.11.1.).

El plasmido portador de la fusion glnA4-lacZ se obtuvo a partir de la
amplificacion de un fragmento de 800 pb situado justo por delante del gen glnAd4,
utilizando el ADN cromosdémico de la cepa DZF1 de M. xanthus y los oligonucleotidos
5630Bam y 5630Sma (Tabla 5). El producto de PCR obtenido, que incluye los 16
codones iniciales del gen glnA4, asi como el plasmido pKY481, fueron digeridos con las
enzimas de restriccion BamHI y Smal, se pusieron en contacto y el plasmido generado se
denomind pKY-GInA4.

Finalmente, la cepa portadora de la fusion se generd tras la integracion del
plasmido pKY-GInA4 en el cromosoma de la cepa silvestre DZF1 de M. xanthus vy, tras
la comprobacion mediante Southern blot, se denominé GInA4LZ (Fig. 69).

23.0 =—

94— ' Figura 69. Southern blot para la identificacion de la cepa portadora de
6.5 1t la fusion entre el gen glnd4 de M. xanthus y el gen lacZ de E. coli. La
' calle C corresponde al ADN cromosdmico de la cepa silvestre DZF1
43 = empleado como control y las calles F a los de las cepas portadoras de la
_ fusion, todos ellos digeridos con Smal. La sonda empleada fue el

i producto de PCR utilizado para la construccion de la fusion. El tamafio
23—l de los fragmentos esperados era de 4.1 kb en el caso de la cepa silvestre

y de 3.1 y 10.2 kb en el de la fusion. El tamafio del estandar se muestra
en kb.

Una vez obtenida la cepa portadora de la fusion, se pasé a analizar cualitativa y
cuantitativamente el momento y nivel de expresion del gen glnA4.

El andlisis cualitativo de la fusion GInA4LZ se llevd a cabo durante el
crecimiento vegetativo en medio CTT y durante el ciclo de desarrollo en los medios CF,
TPM y TM, a los que se habia adicionado X-gal. En la Fig. 70A se muestra el resultado
obtenido en los medios CTT y CF tras 72 y 96 horas de incubacion. Como se puede
observar, mediante el empleo de esta técnica no fue posible detectar expresion durante el
crecimiento vegetativo. Durante el ciclo de desarrollo, s6lo en medio CF fue posible
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apreciar una leve expresion tardia (Fig. 70A). En los medios TPM y TM no se detectd
expresion (no mostrado).

Para confirmar el resultado anterior y determinar el nivel y momento de expresion
del gen de la glutamina sintetasa GInA4, se procedié al andlisis cuantitativo en los
medios CTT y CF (Fig. 70B). El perfil de la actividad B-galactosidasa de la cepa
portadora de la fusion glnd4-lacZ indica que el gen de M. xanthus se expresa a niveles
muy bajos tanto durante el crecimiento vegetativo como durante el ciclo de desarrollo, de
tal manera que, durante el crecimiento vegetativo en medio CTT, la expresion es
practicamente nula (Fig. 70B). Por su parte, durante el ciclo de desarrollo en medio CF,
inicialmente los niveles de expresion son muy bajos, similares a los obtenidos durante el
crecimiento vegetativo. Sin embargo, a partir de las 48 horas de incubacién comienzan a
aumentar alcanzando un maximo transcurridas 72 horas. Este nivel méximo se mantiene
tras 96 horas de incubacion (Fig. 70B).
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Figura 70. Actividad B-galactosidasa de la cepa GInA4LZ. A) Analisis cualitativo en los medios
CTT y CF tras 72 y 96 horas de incubacion. B) Analisis cuantitativo en los mismos medios.

D.V.9.7.3.1. Induccién de la expresion del gen gind4 por CCCP

Para determinar si el gen g/nA4 se induce de la misma forma que el gen pph?2 se
procedid a cuantificar la actividad p-galactosidasa de la cepa portadora de la fusion
glnA4-lacZ durante el crecimiento vegetativo y el ciclo de desarrollo en presencia del
desacoplante de la fosforilacion oxidativa CCCP, ya que pph2 se induce en presencia de
este compuesto y el mutante Apph2 es sensible a €l.

Las condiciones en las cuales se llevaria a cabo el andlisis cuantitativo de la
actividad B-galactosidasa desarrollada por la cepa GInA4LZ se establecieron a partir del
analisis cualitativo previo de la mencionada actividad enzimatica, durante el crecimiento
vegetativo en medio CTT y durante el ciclo de desarrollo en medio CF, en presencia de
distintas concentraciones de CCCP, siguiendo las indicaciones descritas en Material y
Meétodos (C.I1.11.2. y C.I1.11.3.). De esta forma, la adicion del agente CCCP a los medios
de cultivo, adicionados a su vez con X-gal, sustrato de la enzima [-galactosidasa, no
revel6 induccion aparente de la expresion del gen g/nA4 en ninguna de las condiciones
analizadas. Dado que, como se habia establecido con anterioridad, los niveles de
expresion mostrados por este gen son muy bajos, se procedié a un analisis cuantitativo

181



Resultados

que permitiera esclarecer si se producia induccién del gen como consecuencia de la
adicion de CCCP.

En la Fig. 71 se muestra el perfil de actividad -galactosidasa desarrollado por la
cepa GInA4LZ durante el crecimiento vegetativo en presencia de CCCP. Como se
observa en ella, la adicion del compuesto produce la induccion de la expresion del gen
glnA4. En ausencia de CCCP (linea azul), el gen muestra niveles de expresion muy
similares a los comentados anteriormente. Por su parte, la adiciéon de 0.2 pg/ml (linea
roja), 0.3 pg/ml (linea verde) o 0.4 pg/ml de CCCP al medio (linea morada), produce un
incremento de la expresion que presenta un pico maximo transcurridas 2 horas. Una vez
alcanzando este maximo, la expresion de g/ln44 comienza a descender hasta situarse en
los niveles mostrados durante el crecimiento vegetativo.

Los niveles de expresion alcanzados por glnA4 en medio CTT con la adicion
de CCCP se asemejan a los ofrecidos por este gen durante el ciclo de desarrollo en
medio CF (Fig. 70B).
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Figura 71. Actividad B-galactosidasa especifica desarrollada por la cepa GInA4LZ de M. xanthus
durante el crecimiento vegetativo en medio CTT con 0, 0.2, 0.3 y 0.4 pg/ml de CCCP.

La actividad B-galactosidasa de la cepa GInA4LZ también se determind de
manera cuantitativa durante el ciclo de desarrollo en presencia de CCCP. Sin
embargo, en este caso no se observo incremento de la expresion del gen gln44 debida
a la adicion del compuesto en ninguna de las concentraciones analizadas (no
mostrado).

D.V.9.7.4. Implicacion de GInA4 en el ciclo de vida de M. xanthus

Para determinar la funcion que GIlnA4 desempeia en el ciclo de vida de M.
xanthus y tratar de relacionarla con la fosfatasa Pph2 con la cual interacciona, se llevo a
cabo la construccion de una cepa portadora de una delecion sencilla para el gen glnd4 y
de una cepa portadora de una delecién doble para los genes de la fosfatasa Pph2 y de la
glutamina sintetasa GInA4.
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D.V.9.7.4.1. OBTENCION DE LOS MUTANTES DE DELECION PARA EL GEN
gln44 Y LOS GENES pph2-ginA4

La obtencién de ambos mutantes de delecion se llevd a cabo siguiendo el
procedimiento descrito en Material y Métodos (C.I1.12.1.).

En primer lugar, se construyé el plasmido portador de la delecion del gen ginA4.
Para ello, utilizando como molde el ADN cromosdmico de la cepa silvestre de M.
xanthus y la pareja de oligonucledtidos 5630Sma-5630Bam (Tabla 6), se amplificd por
PCR un fragmento de 800 pb correspondiente a la region situada justo por encima del
gen glnA4 y, de igual forma, empleando los cebadores 5630IFHin-5630IFBam (Tabla 6),
se obtuvo otro fragmento del mismo tamafio correspondiente a la secuencia situada
inmediatamente por debajo del mismo gen. Ambos productos de PCR se digirieron con
las enzimas de restriccion apropiadas y se clonaron de forma secuencial en el vector
pBJ113, previamente digerido, dando lugar al plasmido pAGInA4.

El plasmido pAGInA4 contiene la delecion en fase del gen glnd4 en la que el
96% de dicho gen se encuentra sustituido por la secuencia de un sitio de restriccion para
mantener la pauta de lectura y evitar el efecto polar. La porcion del gen delecionada
incluye la region codificante del domino catalitico de la proteina GlnA4, necesario para
la actividad de la enzima.

pAGInA4 se empled para la construccion del mutante de delecion sencillo para el
gen glnA4, utilizando como fondo genético la cepa silvestre DZF1 de M. xanthus y para
la construccion del mutante doble Apph2AginA4, empleando en este caso la cepa mutante
Apph2. Ambas cepas fueron electroporadas con el plasmido pAGInA4 y se seleccionaron
como presuntos intermediarios merodiploides, que fueron analizados mediante Southern
blot para confirmar su identidad (no mostrado).

A) B)
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Figura 72. A) Southern blot para la identificacion del mutante de delecion para el gen glnA4. Las
calles C corresponden al cromosoma de la cepa silvestre DZF1 utilizada como control y las calles
M al de las colonias recombinantes. La enzima de restriccion empleada fue Smal y el tamaiio de
los fragmentos esperados, empleando el fragmento amplificado por encima del gen glnA4 como
sonda, era de 4.1 kb en el silvestre y de 2.6 kb en el mutante. B) Southern blot para la
identificacion del mutante de delecion doble para los genes pph2 y ginA4. Las calles C
corresponden al cromosoma de la cepa Apph2 utilizada como control y las calles M al de las
colonias recombinantes. La enzima de restriccion empleada fue EcoRI, la sonda el fragmento
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amplificado por debajo del gen glnd4 y el tamafio de los fragmentos esperados era de 11.9 kb en
el caso del control y de 10.4 kb en el de los mutantes. El tamafio del estandar se muestra en kb.

A partir del intermediario se obtuvieron colonias sensibles a kanamicina que se
analizaron mediante Southern blot. En el caso del mutante de delecion sencillo, 4 de las 5
colonias analizadas resultaron ser mutantes (Fig. 72A), mientras que para el mutante
doble solo lo fueron 3 de las 6 colonias analizadas (Fig. 72B). La cepa mutante que
carecia del gen g/nA4 Unicamente o la que carecia de los genes pph2 y ginA4 se
denominaron AginA4 y Apph2AginA4, respectivamente.

D.V.9.7.4.2. CARACTERIZACION DE LOS MUTANTES AglnA4 Y Apph2AginA4
D.V.9.7.4.2.1. Crecimiento vegetativo

Mediante la realizacion de una curva de crecimiento en medio CTT liquido de la
cepa silvestre DZF1 y de los mutantes de delecion AginA4 y Apph2AginA4, de acuerdo
con el procedimiento descrito en Material y Métodos (C.I1.12.2.1.), se determiné que la
carencia de la glutamina sintetasa GInA4, asi como de GInA4 junto con la fosfatasa
Pph2, no parece afectar al crecimiento vegetativo en medio liquido de M. xanthus (no
mostrado).

De un modo similar, la delecion del gen g/nA4 por si sola, o junto con la
delecion del gen pph2, tampoco tiene influencia sobre la movilidad social y aventurera
del enjambre de las cepas mutantes comparadas con la cepa DZF1, seglin indico el
analisis del crecimiento vegetativo en medio s6lido (no mostrado).

D.V.9.7.4.2.2. Ciclo de desarrollo

La relacion que la glutamina sintetasa GlnA4 presenta con los distintos eventos
que suceden durante el ciclo de desarrollo de M. xanthus se analiz6 mediante el estudio
del fenotipo exhibido por la cepa mutante AglnA4 y por el mutante doble Apph2AginA4
en el transcurso del mismo siguiendo las indicaciones descritas en Material y Métodos
(C.I1.12.2.3., C.I1.12.2.4. y C.I1.12.2.5.).

Fenotipo durante el ciclo de desarrollo

Las caracteristicas fenotipicas mostradas por la cepa silvestre DZF1 durante el
ciclo de desarrollo en los medios CF y TPM fueron utilizadas como referencia de esta
etapa del ciclo de vida de los mutantes de delecion AglnA4 'y Apph2AginA4.

Los cuerpos fructificantes originados en medio CF por la cepa silvestre DZF1 y
los mutantes de delecion AginA4 'y Apph2AginA4 se muestran en la Fig. 73. El mutante
carente de la glutamina sintetasa GInA4 muestra un fenotipo muy similar al presentado
por la cepa silvestre, mientras que el mutante doble para glnA4 y pph2 presenta un
retraso muy acusado en la formacion de cuerpos fructificantes durante el ciclo de
desarrollo.

En este sentido, tras 24 horas de incubacion, el mutante AglnA4 origina agregados

definidos aunque todavia poco compactos, al igual que la cepa silvestre, mientras que el
mutante doble Apph2AginA4 no muestra, practicamente, signos de agregacion. A medida
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que avanza el desarrollo, transcurridas 48 horas del mismo, se observan cuerpos
fructificantes maduros, opacos y bien formados en las muestras correspondientes al
mutante sencillo y al silvestre, a diferencia del mutante doble que unicamente presenta
modestos indicios de agregacion. Tras 96 horas de incubacion, el silvestre y el mutante
AginA4 muestran formaciones macroscopicas completamente maduras y opacas. Sin
embargo, transcurrido ese mismo periodo de incubacion, el mutante doble no progresa en
la formacién de cuerpos fructificantes y solo presenta agrupaciones inmaduras,
completamente trasliicidas y laxas (Fig. 73).

24 h 48 h 96 h, 50X

DZF1

AglnA4

Apph2
AglnA4

Figura 73. Analisis fenotipico en medio CF a partir de cultivos concentrados a DOy inicial de
15, tras 24 y 48 horas a 25X y tras 96 horas a 50X, de las cepas silvestre DZF1 y mutantes AglnA4
y Apph2AginA4 de M. xanthus. La barra representa 1 mm.

Del mismo modo, los cuerpos fructificantes producidos por los mutantes AglnA4
y Apph2AginA4 en medio TPM son muy parecidos a los originados en medio CF (no
mostrado).

Para confirmar estos resultados se procedido a analizar el fenotipo de estas
bacterias en un medio donde el ciclo de desarrollo transcurriera mas lentamente que en el
medio CF como consecuencia de su contenido nutricional mas elevado. Para ello, se
utilizaron la variantes 3/5 CTT, 2/5 CTT y 1/5 CTT con cantidades decrecientes de
Bacto-casitona y se establecié una DOgg de partida de 60 para cada una de las cepas
analizadas.

En este caso, se observd que el mutante Aglnd4 empieza a formar agregados en el
medio 3/5 CTT (Fig. 74) tras 24 horas de incubacion, mientras que la cepa silvestre solo
muestra agrupaciones incipientes. Un resultado equivalente se aprecia en el medio 2/5
CTT (Fig. 74), mientras que en el medio 1/5 CTT no se observaron diferencias entre las
cepas. Sin embargo, el mutante doble Apph2AginA4 permanece completamente plano en
los tres medios analizados, mostrando un retraso mucho més marcado que en los medios
inductores del desarrollo comentados anteriormente. Transcurridas 48 horas de
incubacion en estos medios, los cuerpos fructificantes mostrados por el mutante sencillo
son similares a los originados por la cepa DZF1, mientras que el mutante doble
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permanece sin presentar indicios de agregacion. El retraso en la formacion de cuerpos
fructificantes mostrado por la cepa Apph2AginA4 se mantiene incluso tras 96 horas de
incubacidén, momento en el que permanece completamente plano (Fig. 74).

24 h 96 h

3/5 CTT 2/5 CTT 1/5 CTT 3/5CTT 2/5 CTT 1/5CTT

DZF1

AginA4

Apph2A
glnA4

-~

Figura 74. Analisis fenotipico de las cepas silvestre DZF1 y mutantes AginA4 y Apph2AginA4
de M. xanthus en medio CTT con cantidades decrecientes de Bacto-casitona tras 24 y 96 horas
de incubacion a partir de cultivos con DOy inicial de 60. La barra representa 1 mm.

Esporulacién

Para determinar el efecto que la delecion sencilla del gen g/lnA4 y la delecion
conjunta de los genes pph2 y ginA4 tiene sobre el proceso de esporulacion en M.
xanthus, se efectud el recuento de las mixdsporas producidas por las dos cepas mutantes,
asi como de la cepa silvestre DZF1 en medio CF.
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Figura 75. Recuento de esporas producidas por la cepa silvestre DZF1 y los mutantes de delecion
AglnA4'y Apph2AginA4 de M. xanthus en medio CF.

El resultado obtenido indica que el mutante sencillo, carente de g/nA4, produce
un numero de esporas muy similar al de la cepa silvestre, mostrando ciertas diferencias
tras 72 horas de incubacion, momento en el que la cepa DZFI produce 2.8x10’
mixosporas/placa frente a 1.8x10” mixdsporas/placa originadas por el mutante sencillo
(Fig. 75). Sin embargo, existen diferencias considerables en la produccion de estructuras
de resistencia entre la cepa silvestre y el mutante doble Apph2AginA4. Asi, mientras que
la cepa silvestre genera esporas tras 32 horas de incubacion en medio CF, el mutante
doble no lo hace y permanece sin producirlas hasta incluso después de haber transcurrido
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72 horas. Tras 96 horas, el mutante doble produce tan solo 5.8x10° mixdsporas/placa,
frente a 3.9 x10’ mixosporas/placa contadas en la cepa silvestre (Fig. 75). Estas
diferencias son reflejo del acusado retraso mostrado por el mutante Apph2AginA4
durante el ciclo de desarrollo.

Germinacion

A partir de las muestras de mixosporas utilizadas para efectuar los recuentos se
analizd la capacidad de germinacion de las células de resistencia en presencia de
nutrientes. El recuento del numero de colonias generadas por cada bacteria a partir de las
muestras de mixdsporas indica la existencia de diferencias en la viabilidad de las
mixosporas de la cepa silvestre y los mutantes Aglnd4 y Apph2AginA4, ya que la
eficiencia de germinacion de la cepa silvestre es del 7.5% frente al 1.2% mostrado por la
cepa carente de glnA4 y el 3.0% ofrecido por la cepa carente de glnA4 y pph?2.

D.V.9.7.5. Actividad de GInA4 y efecto de Pph2 sobre ella

Para determinar la influencia que la fosfatasa Pph2 pudiera tener sobre la
actividad de GInA4 se determind en primer lugar la actividad de la proteina GInA4. Una
vez establecida, el siguiente paso consistié en estudiar si esa actividad variaba cuando
GInA4 fuese incubada con extractos procedentes de M. xanthus y, posteriormente,
cuando se adicionara Pph2. Para ello, fue necesaria la sobreexpresion de glnd4 y la
posterior purificacion de la proteina recombinante, puesto que ya se contaba con la
proteina Pph2 obtenida como se ha descrito anteriormente en el apartado D.V.8.3.

D.V.9.7.5.1. Clonacién de ginA4 en el vector pET-200/D-TOPO y sobreexpresion de la
proteina recombinante en E. coli

Para expresar glnA4 en E. coli se utilizé el mismo vector que en el caso de la
expresion de pph2, el vector pET-200/D-TOPO de Invitrogen. Mediante el uso de este
vector, la proteina recombinante producida se obtiene con una cola de 6 residuos de
histidina fusionada en el extremo N-terminal.

Por tanto, la secuencia codificante del gen ginA4 se amplificO mediante PCR
utilizando los oligonucleotidos pETTopo2-GInNF y pETTopo2-GInR (Tabla 8) y como
molde el cromosoma de la cepa silvestre de M. xanthus, y se clond en el vector pET-
200/D-TOPO. El plasmido resultante se denominé pETTOPO200-GInA4.

Posteriormente, se transformo la cepa de E. coli BL21(DE3)Star con el plasmido
pETTOPO200-GInA4 y se determinaron las condiciones Optimas de induccidon para
conseguir la mayor concentracion de proteina recombinante en la fraccion soluble. Para
ello, se analizaron distintas condiciones de temperatura y se tomaron muestras a lo largo
del tiempo. Los extractos se prepararon como se indica en Material y Métodos
(C.I1.8.2.2.) y fueron analizados mediante SDS-PAGE. La Fig. 76A muestra el
resultado de una de estas inducciones realizada a 15°C. Como se aprecia, casi la
totalidad de la proteina recombinante aparece en la fraccion insoluble formando parte de
cuerpos de inclusion. Para determinar la presencia de proteina recombinante en la
fraccion soluble, se tomd la muestra de la misma obtenida tras 8 horas de induccion a
15°C y se realizdo un Western blot empleando un anticuerpo especifico frente a la cola
de histidinas N-terminal de GInA4 siguiendo el protocolo descrito en Material y
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Métodos (C.I1.8.3.). Como se observa en la Fig. 76B, existe una pequena cantidad de
GInA4 recombinante en la muestra correspondiente a la fraccion soluble.

Por ello, se establecio que la purificacion de GInA4 recombinante se realizara a
partir de muestras correspondientes a la fraccion soluble obtenida tras 8 horas de
induccioén a 15°C.
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Figura 76. A) Produccion de la proteina recombinante GlnA4 a 15°C. Muestras correspondientes
a la fraccion soluble e insoluble tras 0, 1.5, 3, 8 y 24 horas de induccién. S: marcadores de peso
molecular (kDa). B) Western blot de la muestra correspondiente a la fraccion soluble tomada tras
8 horas de induccion a 15°C. GInA4 presenta un peso molecular estimado de 56 kDa.

D.V.9.7.5.2. Purificacion de GlnA4

Dada la pequenia cantidad de GInA4 presente en la fraccion soluble, la
purificacion de la proteina recombinante requiso un volumen de muestra considerable,
por lo que se realizo una induccién a gran escala en las condiciones previamente
establecidas, empleando 10 litros de cultivo de E. coli BL21(DE3)Star transformado con
el plasmido pETTOPO200-GInA4 crecido a 15°C e inducido con IPTG durante 8 horas.

La purificacion de la proteina GlnA4 se llevd a cabo mediante cromatografia de
afinidad siguiendo las indicaciones desarrolladas en Material y Métodos (C.11.8.2.3.).

Los 10 litros de cultivo inducido utilizados para la purificacion de GInA4 fueron
divididos en varios lotes para su tratamiento. Las fracciones solubles obtenidas se
analizaron mediante SDS-PAGE para comprobar la presencia de la proteina
recombinante en las diferentes muestras eluidas. En estas fracciones la proteina se
concentra considerablemente con respecto al extracto bruto, lo que posibilita su
deteccion mediante electroforesis SDS-PAGE. En la Fig. 77A se muestra el resultado de
la purificacion tras concentrar la muestra para eliminar el imidazol presente en la
misma.
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Para comprobar que la proteina purificada correspondia con la glutamina
sintetasa GInA4 recombinante, se realizd6 un Western blot empleando un anticuerpo
especifico frente a la cola de histidinas N-terminal portada por GInA4 siguiendo el
protocolo descrito en Material y Métodos (C.I1.8.3.). En la Fig. 77B se muestra el
revelado de la membrana con la muestra procedente de la purificacion y posteriormente
concentrada. Como se aprecia, la proteina purificada se identifica con GInA4
recombinante ya que presenta el mismo tamafio que la proteina detectada en los geles
SDS-PAGE y posee el peso molecular estimado esperado.
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Figura 77. Purificacion de la proteina recombinante GInA4 de M. xanthus. S: Marcadores de peso
molecular (kDa) A) Analisis mediante SDS-PAGE. B) Confirmacion mediante Western blot.

D.V.9.7.5.3. Determinacion de la actividad de GlnA4

En primer lugar, se traté de determinar si GInA4 de M. xanthus posee actividad
glutamina sintetasa ya que tiene el dominio catalitico propio de estas enzimas. La
determinacion de la actividad glutamina sintetasa se puede llevar a cabo a partir de tres
reacciones, entre ellas la reaccion de transferencia. Esta reaccién consiste en la
produccion de y-glutamil hidroxamato y amonio a partir de glutamina e hidroxilamina
en presencia de ADP y arseniato potasico. Por ello, se procedid a medir la actividad
glutamina sintetasa de GInA4 mediante el método de transferencia siguiendo las
indicaciones descritas por Shapiro y Stadtman (1970).

En este ensayo se puso en contacto la proteina recombinante GlnA4 con la
mezcla de reaccion, que poseia todos los componentes necesarios para llevar a cabo la
reacciébn en concentraciones adecuadas, y se incubd durante 15 minutos a 37°C.
Posteriormente, la reaccion se detuvo mediante la adicidon de solucion de parada (C.1.3.).
Finalmente, se determind espectrofotométricamente la concentracion de y-glutamil
hidroxamato producido por comparacion con una curva estandar de vy-glutamil
hidroxamato. Siguiendo este procedimiento, se determiné una actividad enziméatica
especifica de GInA4 de 33.33 + 1.23 nanomoles de hidroxamato/mg por min.
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En segundo lugar, dado que GInA4 de M. xanthus muestra una elevada
homologia con la proteina IpuC de Pseudomonas KIE171, proteina de tipo GInA que
posee actividad y-glutamil isopropilamida sintetasa (de Azevedo et al., 2002), se
procedié a determinar si GInA4 de M. xanthus también presentaba esta actividad. Para
ellos, se empled el método de biosintesis, mediante el cual la enzima produce glutamina
y libera ADP y fosfato inorgénico, a partir de glutamato y amonio, en presencia de iones
manganeso y de ATP. En este caso, se sustituyd el amonio por isopropilamina como
sustrato y se afiadi6 NaCl siguiendo las recomendaciones descritas por de Azevedo et
al., (2002) y detallado en Material y Métodos (C.I1.8.7.2.). En este caso, la actividad
mostrada por GInA4 de M. xanthus fue de 560.5 + 140.7 nmoles Pi por mililitro de
reaccion.

D.V.9.7.5.4. Demostracion de la interaccion Pph2-GlnA4

Una vez determinada la actividad de GlnA4 recombinante, se utilizd el método de
biosintesis, empleando isopropilamina como sustrato, para establecer en qué medida la
actividad fosfatasa de Pph2 podia modificar la actividad mostrada por GInA4 y, de esta
manera, poder demostrar que la fosfatasa Pph2 interacciona con la glutamina sintetasa
GlnA4.

Para ello, en primer lugar se determin¢ la actividad glutamina sintetasa de cuatro
muestras empleadas como controles que se adicionaron a GInA4 para determinar su
actividad:

e Esporas Apph2: corresponde a un extracto de esporas procedente del mutante Apph?2
que carece de la fosfatasa Pph2. Este extracto se utiliz6 para fosforilar a GlnA4, dado
que en el mismo debe estar presente la proteina quinasa de M. xanthus que fosforile a
GInA4. Si Pph2 es la fosfatasa que origina la desfosforilacion de GlnA4, la ausencia
de Pph2 en el extracto de Apph2 tendria como consecuencia que GlnA4 permanezca
fosforilada.

¢ GInA4 inactivada: se trata de GInA4 inactivada tras su incubacion a 100°C durante 10
minutos.

e GInA4 inactivada + esporas Apph2: corresponde a GInA4 inactivada y sometida a
fosforilacion por el extracto de esporas procedente del mutante Apph?.

e Pph2: es la fosfatasa Pph2 recombinante purificada. Se empled para desfosforilar a
GlnA4.

Por otro lado, siguiendo el mismo procedimiento, se determind la actividad
glutamina sintetasa de GInA4 sola o en combinaciéon con una o dos de las muestras
anteriores:

. GInA4: corresponde a la proteina GlnA4 recombinante purificada.

o GInA4 + Pph2: se trata de GInA4 recombinante purificada junto con Pph2
recombinante purificada. Con esta combinacion se pretendia determinar si, en caso de
haber sido GInA4 fosforilada por E. coli, en presencia de Pph2 se producia su
desfosforilacion.

o GInA4 + esporas Apph?2: con esta muestra se determiné la actividad de GInA4
tras ser sometida a fosforilacion por el extracto de esporas procedente del mutante
Apph?.

o GInA4 + esporas Apph2 + Pph2: mediante esta combinacion se establecio la
actividad de GInA4 tras ser sometida, primero a un proceso de fosforilacién por el
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extracto de esporas del mutante Apph?2 y, posteriormente, a desfosforilacion por la
fosfatasa Pph2.

Los tampones utilizados para medir la actividad glutamina sintetasa por el
método de biosintesis incluyen iones manganeso y ATP necesarios para el proceso de
fosforilacion y la desfosforilacion posterior por parte de Pph2. Por tanto, no fue necesaria
la incorporacion de ningun componente adicional a la mezcla de reaccion. En la Fig. 78
se muestra la actividad, medida en nanomoles de fosfato inorganico liberado por mililitro
de reaccion, de las muestras analizadas.

Los resultados obtenidos demuestran la interaccion de la fosfatasa Pph2 con la
glutamina sintetasa GInA4. Como se observa en las primeras cuatro columnas de la Fig.
78, el extracto proteico de las esporas procedentes del mutante Apph2, GInA4 inactivada,
GInA4 inactivada fosforilada por el extracto de esporas de Apph2, asi como la fosfatasa
Pph2, producen una escasa liberacion de fosfato inorgdnico atribuible a liberacion
espontanea a partir de los componentes constituyentes de las muestras analizadas.

Por otro lado, como se ha comentado anteriormente, la glutamina sintetasa GlnA4
presenta una actividad de 560.5 + 140.7 nmoles Pi/ml (columna roja, Fig.78). No
obstante, al afiadir Pph2, la actividad disminuye a 378.0 £ 123.6 nmoles Pi/ml (columna
azul, Fig. 78).

Sin embargo, la mayor actividad determinada para GlnA4 se obtiene cuando se
somete la proteina a fosforilacion por parte del extracto de esporas procedentes del
mutante Apph2. En este caso, la proteina GInA4, como se observa en la columna verde
de la Fig. 78, muestra un notable incremento en su actividad, alcanzando un valor de
915.5 £101.1 nmoles Pi/ml.

Finalmente, se procedi¢ a determinar la actividad de GInA4 sometida, en primer
lugar, a fosforilacion por el extracto de esporas de Apph? vy, posteriormente, a
desfosforilacion por Pph2. Lo que cabia esperar es que si Pph2 interacciona con GInA4,
la fosfatasa desfosforile a GInA4 fosforilada por el extracto de esporas y GInA4 muestre
la actividad inicial. El resultado obtenido en este caso, como se observa en la columna
rosa de la Fig. 78, coincide con lo esperado, es decir, una disminucion importante de la
actividad, alcanzando un nivel de 285.0 £ 14.1 nmoles Pi/ml, muy similar al mostrado
por el control correspondiente a la proteina GlnA4 inactivada por calor y fosforilada por
el extracto de esporas del mutante Apph2 de M. xanthus.

Por tanto, los resultados obtenidos confirman la interaccion proteica entre la

fosfatasa Pph2 y la glutamina sintetasa GInA4 de M. xanthus detectada mediante el
sistema del doble hibrido de levadura.
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Figura 78. Actividad glutamina sintetasa determinada mediante el método de biosintesis
empleando isopropilamina como sustrato. Las reacciones se llevaron a cabo a 30°C durante 15
minutos utilizando 200 ng de proteina en todos los casos.
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Discusion

Como se ha comentado en la Introducciéon, las mixobacterias son
microorganismos del suelo que hacen frente a cambios medioambientales de su entorno
de tal modo que, en presencia de nutrientes, llevan a cabo un ciclo de vida vegetativo
mientras que cuando los recursos nutritivos se agotan, inician un ciclo de desarrollo en
el cual experimentan cambios fisioldgicos y morfolégicos que culminan con la
formacion de cuerpos fructificantes constituidos por un elevado nimero de mixosporas.
Cuando las condiciones nutricionales vuelven a ser favorables, las mixdsporas germinan
de forma conjunta originando la aparicion de un nuevo enjambre constituido por células
que crecen vegetativamente y se nutren de modo cooperativo (Goldman, 2006).

Las células deben detectar tanto el agotamiento de nutrientes como las sefiales
emitidas por otras mixobacterias para que el ciclo de desarrollo tenga lugar de una
manera coordinada. En procariotas, las rutas de sefializacion predominantes son aquellas
en las que intervienen los sistemas reguladores de dos componentes (Kim y Forst,
2001), mientras que el contenido en quinasas de tipo eucariota suele ser minoritario. Sin
embargo, las mixobacterias poseen un elevado numero de Ser/Thr y Tyr quinasas,
proximo al contenido en histidina quinasas tipicas de los sistemas reguladores de dos
componentes (99 quinasas frente a 133 histidina quinasas en M. xanthus) o superandolo
(Inouye et al., 2008; Pérez et al., 2008; Whitworth y Cock, 2008), lo que representa
una situacion Unica entre los procariotas. Este resultado revela que en mixobacterias las
rutas de sefalizacion basadas en quinasas de tipo eucariota han de constituir un
mecanismo de considerable relevancia para la sefializacion celular.

En M. xanthus se han caracterizado diversos sistemas reguladores de dos
componentes implicados en la transduccion de diferentes senales a lo largo del ciclo de
desarrollo (Kuspa et al., 1992a; Kuspa et al., 1992b; Plamann et al., 1992; Bonner y
Shimkets, 2001), asi como en el control del movimiento quimiotactico de este
microorganismo (Zusman, 1982; Blackhart y Zusman, 1985a; Blackhart y Zusman,
1985b; Yang et al., 1998). Ademas, en esta mixobacteria también se han descrito
quinasas de tipo eucariota implicadas en la regulacion de procesos que requieren
mecanismos de transduccion de sefiales mas elaborados como es el caso de los distintos
eventos que conforman el ciclo de desarrollo (Munoz-Dorado et al., 1991; Udo et al.,
1995; Zhang et al., 1996a; Hanlon et al., 1997; Cho y Zusman, 1999b; Thomasson et
al., 2002; Nariya e Inouye, 2003; Nariya e Inouye, 2005; Nariya e Inouye, 2006; Stein
et al., 2006). De hecho, las cascadas de quinasas conforman, con frecuencia, redes de
proteinas que permiten una elevada integracion del conjunto de sefales recibidas para
generar respuestas mucho mas precisas frente a las condiciones del medio, a diferencia
de las rutas lineales caracteristicas de los sistemas reguladores de dos componentes
(Cashin et al., 20006).

Para que las proteinas diana reguladas por estas rutas de transduccion de sefiales
retornen a su estado inicial y resulten nuevamente funcionales, tiene lugar la actuacion
de proteinas con actividad fosfatasa que revierten la accidon ejercida por las quinasas.
Las proteinas fosfatasa han sido objeto de estudio de este trabajo de investigacion ya
que no han sido extensamente caracterizadas en las mixobacterias, habiéndose descrito
hasta el momento una unica fosfatasa de tipo eucariota en M. xanthus, denominada
Pphl (Treuner-Lange ef al., 2001).
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E.IL. Proteinas fosfatasa presentes en M. xanthus

El andlisis del genoma de M. xanthus revela la presencia de 34 genes que cifran
proteinas fosfatasa, muy por encima de la cantidad de proteinas de este tipo presentes en
la mayoria de los procariotas, que poseen un numero reducido y, a veces, tan s6lo una o
dos (Shi et al., 1998), a excepcion de los microorganismos que llevan a cabo un ciclo de
desarrollo, los cuales poseen un numero mas elevado de fosfatasas (Zhang y Shi, 2004).

Entre las 34 fosfatasas codificadas por M. xanthus se incluyen representantes
pertenecientes a las 3 superfamilias de fosfatasas, como ocurre en practicamente todos
los organismos eucariotas estudiados hasta el momento y, a diferencia de la mayoria de
procariotas (Shi et al., 1998). El numero total de genes que codifican proteinas fosfatasas
en M. xanthus corresponde, aproximadamente, a un tercio de los que cifran quinasas (99)
(Pérez et al., 2008). El hecho de que el numero de fosfatasas sea notablemente inferior al
de quinasas es debido, posiblemente, a la capacidad que poseen las fosfatasas de actuar
sobre diferentes sustratos, por lo que es probable que una misma fosfatasa interactie con
diferentes quinasas en mixobacterias, al igual que se ha descrito en otras bacterias
(Sharma et al., 2006).

Como se ha comentado en los resultados, M. xanthus posee 25 genes que
codifican fosfatasas pertenecientes a la superfamilia PPP. Si todos estos genes realmente
codifican fosfatasas, M. xanthus seria la bacteria con el mayor numero de proteinas de
este tipo identificada hasta el momento. En este sentido, considerando la densidad de
genes, expresado como nimero de genes por megabase de genoma, M. xanthus muestra
la mayor densidad de todos los organismos vivos, procariotas y eucariotas. Sin embargo,
esta mixobacteria posee un nimero extremadamente bajo de fosfatasas de tipo SpollE, si
se compara con otras bacterias que llevan a cabo un ciclo de desarrollo, tales como B.
subtilis, (Duncan et al., 1995; Yang et al., 1996; Vijay et al., 2000), S. coelicolor o S.
avermitilis que poseen 4, 48 y 47 genes de este tipo, respectivamente (Zhang y Shi,
2004). Ademas, las fosfatasas de tipo PP2C no estan presentes en todos los genomas que
se han secuenciado. Las bacterias que si las poseen tienen de una a tres fosfatasas de esta
familia mientras que so6lo Anabaena sp PCC7120 (Kaneko et al., 2001) y M. xanthus
poseen 4. Por otro lado, M. xanthus posee solo un gen que codifica una tirosina fosfatasa
de bajo peso molecular, pero su similitud con una proteina que confiere resistencia a
arseniato (Bennett er al., 2001) hace que se cuestione su capacidad para actuar como
tirosina fosfatasa.

Con frecuencia, los genes que codifican fosfatasas se localizan cerca de genes que
cifran quinasas. Esto ocurre, sobre todo, en el caso de los genes que codifican tirosina
fosfatasas y tirosina quinasas, lo que sugiere una expresion coordinada de estos genes y,
en consecuencia, la produccion regulada de las correspondientes enzimas. Esta
proximidad es bastante frecuente en bacterias Gram negativas, mientras que en bacterias
Gram positivas los genes que codifican estas enzimas también estan situados uno al lado
del otro, pero la actividad tirosina quinasa requiere del producto de dos genes sucesivos
(Cozzone et al., 2004). En el caso de M. xanthus, de los 34 genes que codifican
fosfatasas solo 4 de ellos parecen formar parte del mismo operdn que genes que cifran
quinasas, mientras que en un caso los genes que cifran las proteinas quinasa y fosfatasa
se encuentran separados por un gen y localizados en sentido de transcripcion opuesto.
Debido a la especificidad de fosforilacion preferente sobre residuos de serina y/o
treonina de las quinasas de mixobacterias, tan solo se han identificado Ser/Thr fosfatasas
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asociadas a quinasas, de las cuales 4 pertenecen a la superfamilia PPP (MXANO0267,
MXANO555, MXAN6543 y MXAN7163) y 1 a la superfamilia PPM (MXAN4562).

La quinta parte de las proteinas fosfatasa de M. xanthus (7 de 34) se localizan
ancladas en la membrana, lo que permite a la bacteria detectar las condiciones del
entorno y regular la actividad de rutas de sefializacion intracelulares de tipo eucariota en
respuesta al estimulo recibido. Para ello, estas proteinas se disponen a modo de receptor
de membrana, con un dominio sensor extracelular capaz de regular la actividad
fosfatasa del dominio catalitico intracelular en respuesta a un estimulo adecuado, al
igual que ocurre en las tirosina fosfatasas receptoras de eucariotas (Meng et al., 2000).
Esta topologia en la membrana implica que estas proteinas podrian detectar estimulos y
funcionar como el primer componente en las rutas de transduccion de sefiales en las que
participan.

El andlisis de la secuencia proteica de las fosfatasas de M. xanthus ha permitido
determinar que la presencia de motivos funcionales adicionales al motivo fosfatasa no es
muy frecuente, ya que solo tres de ellas poseen arquitectura multidominio. En este
sentido, la fosfatasa MXAN4398, perteneciente a la superfamilia PPM, presenta el
dominio NMPc lo que indica que esta proteina participa en una ruta de transduccion de
sefiales donde estan implicados adenilato/guanilato ciclasas respondiendo a nucleo6tidos
ciclicos (Yau, 1994). Por otro lado, la fosfatasa MXAN4562, perteneciente a la misma
superfamilia, posee el dominio HAMP, tipico de proteinas sensoras y quimiotacticas de
bacterias e histidina quinasas de eucariotas que participan en la transduccion de sefales
junto con sistemas reguladores de dos componentes (Aravind y Ponting, 1999). Esta
organizacion también aparece en la fosfatasa IcfG de Synechocystis, donde esta proteina
esta implicada en la regulacion del metabolismo del carbono y en la modulacion de la
disponibilidad del factor sigma responsable de la remodelacion del metabolismo del
crecimiento heterotrofo (Beuf et al., 1994). Por su parte, s6lo una fosfatasa perteneciente
a la superfamilia PPP posee un dominio EspF, que en E. coli estd implicado en la
induccion de la apoptosis celular del hospedador y posee una secuencia rica en prolina
que favorece la interaccion proteina-proteina (MXAN4207). Los dominios adicionales al
dominio fosfatasa facilitan la formacién de redes de senalizacion, caracteristicas de
organismos eucariotas, donde se interconectan diferentes vias de transduccion de sefiales
para la integracion de las sefiales detectadas.

El andlisis del patron de expresion de genes de M. xanthus codificantes de
proteinas pertenecientes a 3 superfamilias de fosfatasas pone de manifiesto la
implicacion de estas proteinas en el ciclo de vida de M. xanthus. En este sentido, 3 de
los 5 genes considerados, correspondientes a MXAN0448, MXAN4562 y MXAN4779,
se expresan en las condiciones analizadas, mostrando los dos primeros niveles de
expresion similares durante el crecimiento vegetativo y el ciclo de desarrollo y siendo la
induccion del ultimo dependiente del desarrollo. El momento de expresion de los 3
genes es coincidente, pero no asi el nivel de expresion alcanzado, lo que se asocia con el
control de diferentes eventos que suceden durante el ciclo de desarrollo.
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E.IL Papel de la fosfatasa MXANO0448 en el ciclo de vida de M. xanthus

La tirosina fosfatasa MXANO0448 presenta el Pfam de fosfatasa con especificad
dual y es una proteina soluble. Posee el motivo conservado CXsR implicado en la
catalisis (Shi, 2004), junto a un residuo de aspartico localizado en posicion N-terminal
con respecto a la cisteina catalitica. Todos estos residuos conservados se encuentran
presentes en las fosfatasas caracterizadas pertenecientes a la superfamilia PTP, lo que
indica que la enzima de M. xanthus debe ser funcional.

El gen que codifica dicha fosfatasa se expresa durante el desarrollo pero alcanza
niveles de expresion superiores durante el crecimiento vegetativo por lo que se trato de
construir un mutante de delecion en fase para el gen MXANO0448 para tratar de
determinar la posible implicacion que esta fosfatasa pudiera tener en el ciclo de vida de
M. xanthus, pero no fue posible conseguirlo, ya que el intermediario merodiploide
revertio a genotipo silvestre en todos los casos.

Por tanto, el hecho de que el gen MXANO0448 se exprese a niveles elevados
durante el crecimiento vegetativo unido a la imposibilidad de obtener un mutante de
delecion para dicho gen hace pensar que la tirosina fosfatasas MXAN(0448 es esencial
para la viabilidad de M. xanthus.

E.I11. Papel de la fosfatasa SpollE en el ciclo de vida de M. xanthus

El gen MXAN4562, codificante de la fosfatasa SpollE, se expresa durante el
crecimiento vegetativo de M. xanthus. A pesar de ello, no se observo ninguna diferencia
entre el mutante de delecion para el gen spollE y la bacteria silvestre en estas
condiciones, por lo que estos resultados parecen indicar que la fosfatasa SpollE no
desempefia un papel fundamental en el crecimiento vegetativo de la mixobacteria.

Durante el ciclo de desarrollo de M. xanthus, el gen que codifica la fosfatasa
SpollE muestra un patron de expresion similar al desarrollado durante el crecimiento
vegetativo, aunque con niveles ligeramente inferiores. El nivel maximo de expresion en
medio CF se alcanza en el momento en el que la bacteria comienza a formar cuerpos
fructificantes en este medio. Aunque los cuerpos fructificante originados por la cepa
carente del gen spollE son muy similares en cuanto a nimero, morfologia, distribucion
y ritmo de formacion, a los originados por la cepa silvestre. Sin embargo, el proceso de
formacion de los cuerpos fructificantes en medio TPM se encuentra ligeramente
adelantado en el mutante AspollE con respecto a la cepa silvestre. Estos medios
inductores del desarrollo se diferencian en la cantidad de nutrientes presentes, diferencia
que esta determinada, fundamentalmente, por la incorporacién de una pequefia cantidad
de Bacto-casitona al medio CF, lo que constituye, entre otros aspectos, un aporte de
aminoacidos al medio, estando ausente ese componente aminoacidico en el medio TPM.
El hecho de que las diferencias fenotipicas observadas en las cepas silvestre DZF1 y
mutante de delecion AspollE se aprecian en medio TPM, pero no en medio CF, apuntan
en la direccion de que la sefial que podria detectar la fosfatasa SpollE, a través de su
dominio HAMP, sea el agotamiento general de aminoacidos.

Ademas, en relacion con las diferencias fenotipicas entre las cepas DZF1 y
AspollE, el estudio de la esporulacion en ambas muestra que la cepa mutante produce
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un numero considerable de mixdsporas tras 32 y 48 horas de incubacidon, mientras que
el niimero de las mismas es practicamente nulo en la cepa silvestre. Sin embargo, el
nimero de esporas producido por ambas cepas es similar a partir de las 72 horas de
incubacion. Este resultado muestra relacién con el adelanto observado en la formacion
de cuerpos fructificantes en medio TPM por parte del mutante que carece de la fosfatasa
SpollE, dado que al originar los cuerpos fructificantes con antelaciéon forma las
mixosporas antes y, por tanto, el nimero de células de resistencia contadas en los
primeros estadios del desarrollo es superior al obtenido en el caso de la cepa silvestre
DZF1. Posteriormente, una vez superadas las diferencias fenotipicas iniciales, el
numero de células de resistencia producidas por ambas cepas presenta la misma
tendencia.

Por tanto, los resultados obtenidos indican que existe un ligero adelanto en la
evolucion del ciclo de desarrollo en la cepa carente del gen spollE. Cuando esta
proteina estd presente, el ciclo tiene lugar a un ritmo normal, pero su ausencia origina
que el conjunto de eventos que conducen a la formacién de cuerpos fructificantes
acontezcan de un modo mas acelerado. Este resultado estd en concordancia con el
fenotipo observado para el mutante de la quinasa PksA12 (MXAN4557), cuyo gen se
encuentra en el mismo operdn que el gen que codifica la fosfatasa SpollE. El mutante
pksA12 muestra un bloqueo completo del ciclo de desarrollo de M. xanthus (Inouye et
al., 2008). Si el gen spollE forma parte del mismo operon que el gen pksA12, las
proteinas cifradas por estos genes podrian controlar el mismo proceso y, teniendo en
cuenta las funciones contrapuestas de quinasas y fosfatasas, si la ausencia de la quinasa
PksA12 retrasa el ciclo de desarrollo hasta el punto de bloquearlo, la ausencia de la
fosfatasa SpollE podria ejercer el efecto contrario sobre el mismo, esto es, hacer que se
desencadene con mas celeridad que en la cepa silvestre.

E.IV. Analisis del operon donde se encuentra el gen que codifica la
fosfatasa Pph2 de M. xanthus

El estudio de la coexpresion de los genes que se encuentran alrededor del
sistema regulador de dos componentes phoPRI revela la presencia de un operdn
integrado por seis genes: una proteina con repeticiones de tetratricopéptidos, una
posible lipoproteina, el propio sistema regulador de dos componentes PhoPRI1, Ia
Ser/Thr fosfatasa Pph2 y la fosfohistidina fosfatasa SixA.

El sistema phoPRI se expresa durante el crecimiento vegetativo, pero
incrementa sus niveles durante el ciclo de desarrollo y controla parcialmente la
expresion del operdn. Este sistema esta implicado en la diferenciacion de los bacilos en
mixosporas, y también en el control de la actividad fosfatasa neutra pero, sobre todo, de
la actividad fosfatasa 4cida. Ademads, es responsable de la expresion de genes que
codifican proteinas implicadas en el metabolismo energético y en la sintesis de
proteinas (Carrero-Lérida, 2004). El momento en el que se produce su maxima
expresion, 24 y 8 horas en CF y TPM, respectivamente, coincide con el periodo en que
M. xanthus comienza a formar agregados en cada uno de estos medios de cultivo. Este
hecho puede indicar que el operdn estd implicado en el proceso de agregacion de las
células vegetativas y su posterior transformacion en células de resist