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1. MIXOBACTERIAS

1.1 Introduccién

Las mixobacterias son bacilos Gram-negativos tipicos que
abundan en el suelo y en nichos ecoléogicos con materia vegetal y
animal en descomposicién. Todas las especies segregan enzimas que
degradan biopolimeros y sobreviven como saprofitos sobre materia
vegetal o como depredadores de otros microorganismos. Las
mixobacterias se ban aislado de suelos de todo el mundo y en un
espectro de condiciones climéticas que abarcan del tropico al artico.

Tres notables caracteristicas diferencian a las mixobacterias
del resto de 1las bacterias Gram-negativas: su movilidad por
deslizamiento, su potencial morfogenético y su caracter de
organismos sociales. Estas propiedades no son independientes umas
de otras y pueden tener su explicacién en la ecologia de este grupo
de microorganismos (Reichenbach, 1984).

Una de las caracteristicas apuntada, el comportamiento social,
depende de dos propiedades interesantes de la célula individual: la
movilidad por deslizamiento y la segregacién al medio de una gran
variedad de productos. La primera es una forma de movilidad que
ofrece a las células la oportunidad de un amplio contacto céluia a
célula mientras estas se desplazan. Las células deslizantes se
mueven en paralelo a su eje longitudinal sobre una superficie sélida,
de modo que el numero de direcciones que una célula puede tomar esta
restringuido en relacién a una bacteria flagelada. Las mixobacterias
tienen la capacidad de segregar polisacaridos, antibiéticos,
bacteriocinas y enzimas que degradan paredes celulares microbianas,
lipidos, acidos nucleicos, polisacaridos y proteinas (Rosenberg &
Varon, 1984). Dada la baja tasa de movilidad celular (Cum/min) y la
abundancia de células vecinas, todos estos productos benefician

tanto a las células productoras como a sus vecinas. La importancia
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de esta secreciéon es aumentada por el fenémeno conocido como
crecimiento cooperativo (Rosenberg et al.,, 1977). Este fenémeno ha
sido descrito en NMyxococcus xanthus. Cuando esta mixobacteria crece
sobre proteinas no hidrolizadas como unica fuente de C, N y energia,
su crecimiento en medio liquido requiere una densidad celular minima
de 10® células/ml y la tasa de crecimiento aumenta con la densidad
celular. Por el contrario, esta tasa es independiente de la densidad
celular en un medioc con proteinas hidrolizadas.

La octava edicién del Bergey's Manual of Determinative
Bacteriology (1974) engloba en el apartado 2 a las bacterias
deslizantes, grupo muy heterogéneo filogenéticamente. A pesar de
dicha heterogeneidad, no se incluyen en é1 otros microorganismos
procariétas como las cianobacterias deslizantes. Todo esto, junto al
mejor conocimiento 1los microorganismos deslizantes, llevé a
proponer una nueva clasificacién (Reichenbach, 1981; Reichenbach &
Dworkin, 1981). En ella, los microorganismos deslizantes se dividen
en tres grupos diferentes: el primero incluye a las bacterias
filamentosas del azufre, el segundo retne a las ciancbacterias
deslizantes y el tercero engloba a las bacterias deslizantes
unicelulares.

Este Gltimo grupo incluye wuna sola clase denominada
Flexibacteriae. Esta se divide en dos érdenes: Cytophagales y
Myxobacterales. E1 primer orden acoge a las bacterias deslizantes
unicelulares Gram—negativas, gue en muchos casos sufren
enquistamiento con cambios de forma celular pero sin la aparicién de
estructuras semejantes a cuerpos fructificantes. Su contenido en G+C
oscila entre 28 y 67 moles por ciento (Mandel y Lewing, 1969)., A
pesar de encontrarse en suelos de todo el mundo, todas las especies
del orden Nyxobacterales aparecen muy relacionadas en los estudios
de su composicién de bases del ADN (su contenido de G+C es del 67-
71%> y de secuencias nucleotidicas en el ARNr 16S (Ludwing et al.,
1983). El estudio de las secuencias del ARNr 168 sugiere una

estrecha relacién taxonémica entre mixobacterias, Bdellovibric y
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sulfato reductoras como Desulfovibrio (Oyaizu & Voese, 1985). Asi
mismo, todas las mixobacterias aparecen relacionadas por su peculiar
ciclo de vida.

Recogiendo estas ideas, los avances editados sobre la proxima
novena edicién del Bergey's Manual indican que las mixobacterias
quedaran encuadradas en un grupo exclusivo de “Bacterias deslizantes
que fructifican". Este grupo incluye el orden Nyxobacterales con las
familias Myxococcaceae, Archangiaceae, Cystobacteriaceae y

Folyangiaceae.

1.2 Caracteristicas generales

La estructura de las células vegetativas es similar a la de
ptras bacterias Gram-negativas. Poseen una capa mucosa (Gnospelius,
1978a) que rodea a las envueltas celulares: membrana externa,
peptidoglicano y membrana plasmatica.

La membrana externa estéd compuesta por lipopolisacarido,
proteinas y fosfolipidos como en otras bacterias Gram-negativas. Las
mayores diferencias entre el lipopolisacarido de mixobacterias y el
de otras bacterias entéricas son la ausencia de bheptosa, la
presencia de acidos grasos ramificados y de numero impar de atomos
de carbono y, en algunas especies, la presencia de 3-O-metil-D-
xilosa (Rosenfelder et al., 1974), La membrana exierna es menos
densa que la celular debido a su alto contenido en fosfolipidos,
constituyendo la fosfatidiletanolamina la especie mayoritaria com un
64% del total de fosfolipidos (Orndorff & Dworkin, 1980). La
localizacién de las proteinas mayoritarias de ia membrana exierna no
ha sido estudiada en profundidad, aunque es conocido que una
proteina asociada a la membrana externa, XBHA, no contiene seflal
lider liberable, pero si una region N-terminal muy hidrofébica
(Romeo et al., 19867,

El periplasma de N.xanthus contiene varias proteinas, algunas

implicadas en su movilidad. El choque osmético libera 18 proteinas

‘©
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mayoritarias y provoca una inmovilidad transitoria. Sin embargo no
se ha examinado si estas proteinas son ‘verdaderamente periplasmicas
0 se hallan en transito a la membrana externa (Burchard, 1974).

El peptidoglicano de N.xanthus se compone de &cido glutamico,
dcido diaminopimélico, alanina, glucosamina y acido muramico en una
relacién -molar de 1: 1: 1.7: 0.75: 0.75;' junto con <cantidades
sustanciales de glicina, serina y glucosa (White et al., 1968). El
peptidoglicano no constituye una envuelta continua, como en otras
bacterias Gram-negativas, sino una serie de paquetes discontinuos
unidos entre si por polimeros de glicina y serina. Este hecho podria
contribuir a la flexibilidad celular y a su capacidad para
convertiirse en mixésporas,

La membrana citoplasmatica de M.xanthus ha sido aislada y
caracterizada en su perfil proteico fosfolipidico. El fosfolipido
mayoritario es la fosfatidiletanolamina (60% del total) y su perfil
de proteinas es muy diferente al de la membrana externa (Orndorff &
Dworkin, 1980).

El genomio de las mixobacterias tieme dos caracteristicas
relevantes: su gran tamafio y su alto contenido en G+C. El tamafic del
ADN de M.xanthus es de 56901510 Kb, de modo que cada célula parece
contener entre 2 y 4 copias de su genomio segun su posicion en el
ciclo celular. El por qué de este tamafio, uno de los méas grandes
conocidos en bacterias, no estd aun aclarado. El contenido en G+C
oscila entre 67-71 moles por ciento. Tan alto contenido se cree ha
sido desarrollado por las mixobacterias a lo largo de la evolucién
para protegerse de la radiacién ultravioleta solar a la que estan
expuestas por vivir generalmente en la superficie del suelo (Yee &
Inouye, 1984), E1 ADN de N.xanthus contiene una pequefia cantidad de
5-metilcitosina (Yee & Inouye, 1982). Asi mismo, se conoce la
existencia en diversas especies de mixobacterias de un ADN accesorio
en forma de ADF lineal de cadena simple, conocido como msADN-1 y
msADN-2. El msADN-1 contiene ribonuclestidos en su extremo 5° y se

presenta en 500 a 700 copias por cromosoma (Dhundale et al., 1985),

10
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Las mixobacterias ban desarrollado ademas otros mecanismos
para protegerse de la luz solar, como la produccién de pigmentos de
naturaleza carotenoide unidos a la membrana -citoplasméatica, cuya
sintesis es fotoinducible en muchos casos (Burchard & Dworkin, 1966;
Balsalobre et al., 1987).

lLas mixobacterias se mueven por deslizamiento sobre
superficies sélidas o en la interfase aire-agua. El mecanismo del
deslizamiento no se ha conseguido dilucidar a pesar de los
numerpsos estudios de los que ha sido objeto; sin embargo no existen
datos firmes para explicar en términos mecdnicos la movilidad
deslizante. La movilidad por deslizamiento se requiere para los dos
fascinantes procesos de comportamiento social observados en estos
microorganismos: la formacién de cuerpos fructificantes y el proceso
conocido como ondulacién u  oleaje (del inglés rippling>. El
comportamiento deslizante es controlado por dos sistemas
multigénicos: el sistema A (aventurero) que controla el deslizamiento
de las células individuales y el sistema S (social) que contirola el
movimiento de grupos coordinados de células conocidos como
enjambres. El sistema A contiene al menos 22 loci y el S al menos
10 (Hodgkin & Kaiser, 1979),

Las celulas A*S* se deslizan individualmente y/o en grupos de
varios miles de ellas. Las células A"S* se mueven en densos
enjambres pero nunca individualmente y las A*S® tan solo
individualmente. Células inméviles se pueden obtener por dos
mutaciones, una en el sistema A y otra en el S, o bien por una
simple mutacién en el locus mgl. Los mutantes A~S* no pueden
realizar el fenémeno d ondulacién aunque la mayoria de ellos si
forman cuerpos fructificantes. Aproximadamente dos tercios de los
mutantes A*S~ no fructifican ni ondulan (Shimkets & Kaiser, 1982a>.
Dos caracteristicas gque parecen estar reguladas por el sistema S y
que podrian jugar un cierto papel en él, son la cohesién celular y la
presencia de pelos o fimbrias. Todas las células S* poseen pelos y

aglutinan en medio liquido, pero no las S-. Parece, por tanto, que la

11
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capacidad de las células para adherirse puede tener un profundo
efecto sobre el comportamiento celular (Kaiser, 1979).

Por otra parte, se ha observado que las células de Stigmatella
aurantiaca no aglutinan con células de MN.xanthus, lo que sugiere
algin tipo de especificidad en la cohesion celular (Qualls & White,
1682>. El1 wmantenimiento de las células en grumos no requiere
energfa, pues los venenos -energéticos no rompen los grumos
preexistentes. La energia puede requerirse para la sintesis y/o
secrecién de ligandos implicados en la unién de las células
(Shimkets, 1986>.

Desde hace mucho tiempo es conocido que las mixobacterias
degradan y se alimentan de macromoléculas insolubles presentes en
el medio ambiente y que pueden lisar a otros microorganismos tales
como eubacterias, actinomicetes, cianobacterias, levaduras y otros
hongos e incluso nematodos. Esta actividad litica es debida a la
produccién de una amplia variedad de antibiéticos, bacteriocinas,
enzimas liticos de la pared celular, proteasas, polisacaridasas,
nucleasas y lipasas (Rosenberg & Varon, 1984).

Los enzimas liticos de la pared celular encontrados en
mixobacterias pueden dividirse en cuatro grupos: muramidasas (Harcke
et al, 1972), glucosaminidasas (Sudo & Dworkin, 1972; Haska, 1974),
amidasas (Katz & Strominger, 1967) y peptidasas (Tsai et al.,, 1965;
Tipper et al., 1967). los tres primeros grupos rompen enlaces
altamente especificos de la pared celular; sin embargo, el altimo
puede actuar también sobre otros polipéptidos.

Los enzimas proteoliticos juegan un papel muy importante en la
actividad bacteriolitica de las mixobacterias. Se han detectado
enzimas de este tipo en Myxococcus virescens (Gnospelius, 1978b),
Myxobacter ALl (Jackson & Volfe, 1968), Sorangium (Vhitaker, 1965),
Chondrococcus coralloides (Harcke et al, 1971) y KN.xanthus
(Rodriguez & Montoya, 1980).

Las mixobacterias son también productoras de endonucleasas de

restriccién. Mayer y Reichenbach (1978) han encontrado que varias
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razas de Myxococcus fulvus, Myxococcus stipitatus, N.virescens,
N.xanthus, Archangium serpens y Fodagium erectum contenian
endonucleasas de restriccién en el espacio periplasmico. Debido a la
localizacién de estos enzimas, es dificil atribuirles algin papel en
la lisis de otras bacterias, aunque puedan degradar el ADK liberado
tras la lisis por otros enzimas. Nyxococcus coralloides D posee
también una intensa actividad desoxirribonucleasa, que bha sido
separada en tres fracciones activas diferentes tras cromatografia de
extractos libres de células (Martinez-Cafiamero, 1986).

También se han descrito en mixobacterias enzimas con
actividad lipasica, tanto extracelulares como unidos a células
(Sorhang, 1974)

Respecto a la produccién de antibiéticos, el primero en ser
caracterizado fue la mixina, producida por &Sorangium (Peterson &t
al., 1966). Con ©posterioridad se han encontrado sustancias
antibiéticas en una gran variedad de mixobacterias. En general son
sustancias de bajo peso molecular, estructura quimica compleja,
mecanismo de accién variado y un amplio espectro antimicrobiano
(Rosenberg & Varon, 1984).

En contraste con la abundancia de antibiéticos descritos,
existen pocos datos sobre las Dbacteriocinas producidas por
mixobacterias. Asi, solo se han descritc en 4 especies: N.xanthus
{McCurdy & MacRae, 1974), N.fulvus (Hirsch, 1977), M.virescens (Brown
et al., 1976), M.coralloides D (Mufioz et al., 1984).

Aunque los antibiéticos y bacteriocinas pueden desempefiar
algin papel en la lisis de otros microorganismos, son los enzimas
epl y extracelulares los més directamente implicados en la actividad
depredadora de las mixobacterias. En algunos casos la lisis de los
microorganismos atacados ©puede atribuirse exclusivamente a la
produccién extracelular de enzimas y antibidticos (bacterias Gram-
positivas), en otros casos se requiere ademas un contacto directo

entre la mixobacteria y su presa.
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Debido a la produccién de este amplio rango de sustancias, las
mixobacterias pueden crecer mejor y més rapidamente en medios de
cultive a base de macromoléculas, bacterias o levaduras que en los
medios convencionales. La complejidad de -estos medios, unida al
hecho de que 1las mixobacterias tienden a crecer agrupadas, ha
retrasado y dificultado los estudios sobre el metabolismo de estos
microorganismos. La obtencion de cultivos dispersos de diversas
mixobacterias (Dworkin, 1962; Arias & Montoya, 1978) y la definiciém
de medios minimos para M.xanthus (Bretscher & Kaiser, 1978) han
permitido conocer algunos de sus requerimientos nutritivos y su
metabolismo intermediaric, especialmente en el caso de esta ultima
especie.

Todos los enzimas del ciclo de los é&cidos tricarboxilicos
estudiados han sido detectados en N.xanthus, asi como los dos
enzimas propios del ciclo del glioxilato. El ciclo de Krebs es
fundamental para 1la reduccién del NAD y como fuente de
intermediarios en la biosintesis de aminoécidos. El ciclo del
glioxilato actia de forma reducida durante el crecimiento en medios
ricos pero incrementa su actividad durante 1la esporulacien
(Shimkets, 1984).

Es improbable que N.xanthus utilize la via glucolitica para la
conversion de glucosa en piruvato. Su crecimiento no es estimulado
por los carbohidratos y estos se incorporan pobremente a la célula
durante experiencias de marcaje. La hexoquinasa parece ser
dependiente de pirofosfato como donador de fosfato y no de ATP.
Todos los intentos realizados hasta el momento para detectar
actividad piruvato quinasa bhan sido negativos (Watson & Dworkin,
1968). M.xanthus posee todos los enzimas necesarios para la sintesis
de precursores azucarados a partir de aminoacidos <(Filer et al.,
1877), Asi, la funcién primaria de la via glucolitica es su accién en
sentido inverso (gluconeogénesis) de cara a la sintesis de glucosa y

otros carbohidratos.
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Vatson y Dworkin (1968) han puesto de manifiesto 1la
existencia en M.xanthus de dos de los enzimas del ciclo del
fosfogluconato; puesto que la ribosa no es bien incorporada por este
microorganismo, la actividad de esta via es necesaria para 1la
sintesis de ribosa-5-fosfato que serd usada en la biosintesis de
nucleétidos.

M.xanthus mantiene un pool de nucleétidos pequefic en
comparacién con el que posee Escherichia coli, siendo el ATP su
principal constituyente. Los valores de carga energética medidos en
las células vegetativas son de 0.81-0.87 (Hanson & Dworkin, 1974).

A pesar de que N.xanthus ©puede obtener todos sus
requerimientos de C, ¥ y energia a partir del metabolismo
aminoacidico, se conoce relativamente poco de sus vias metabdlicas.
La familia del aspartico parece jugar un cierto papel en el control
del desarrollo como se comentarad mas adelante. La metionina requiere
para su sintesis una fuente exégena de vitamina B.: como coenzima
(Bretscher & Kaiser, 1978). Los aminoédcidos ramificados isoleucina,
leucina y valina deben también ser aportados de forma exégena
(Umbarger, 1978). Los amino4cidos arométicos fenilalanina, tirosina
y triptéfano pueden ser sintetizados por la propia célula (Bretscher
& Kaiser, 1978). El estudio de las numerosas actividades
transaminasa y deshidrogenasa ligadas al metabolismo de los
aminoacidos no han pasado, en su mayoria, de su deteccién en
extractos celulares (Shimkets, 1984).

La cadena respiratoria de X .xanthus, como otros
microorganismos aerobios, estéd compuesta de citocromos sensibles al

cianuro (Dworkin & Niederpruem, 1964).

La mixéspora es un intermediario durmiente entre la célula
vegetativa de la que deriva de forma asexual y la célula vegetativa
en que se convertira tras la germinacién. Las mixésporas pueden
sobrevivir a condiciones ambientales hostiles durante afios y son

mucho méas resistentes que las células vegetativas a la desecacion,
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ultrasonidos, luz UV y calor (Sudo & Dworkin, 1969). La forma de las
mixésporas varia con las especies, desde esféricas a bacilares.
Normalmente la formacién de mixésparas estd acoplada a la
morfogénesis multicelular, aunque muchas especies pueden ser
inducidas artificialmente en presencia de glicerol sin la formacion
de cuerpos fructificantes (Dworkin & Gibsomn, 1964).

Las esporas de glicerol tiemen muchas de las propiedades de
resistencia de las mixosporas de cuerpos fructificantes, asi como
una carga energética elevada y similar (Smith & Dworkin, 1980). Sin
embargo, existen diferencias bioquimicas entre los dos tipos de
esporas. Asi, por ejemplo, las formas de glicerol poseen una alta
tasa respiratoria frente a la de los cuerpos fructificantes (Bacon
et al., 1975). La comparacién de la ultraestructura de los dos tipos
de esporas sugiere que las mayores diferencias se hallan en la
membrana y en la cubierta de la espora. Ambos tipos tienen una
membrana interna y otra externa rodeada por una cubierta, pero en
las formas de glicerol se observan estructuras lamelares asociadas a
la membrana interna que no se aprecian en las mixosporas de cuerpos
fructificantes (Inouye et al.,, 1979). La cubierta de las mixésporas
de glicerol es una cubierta fina de 2004 de espesor. La cubierta de
las formas de cuerpos fructificantes se divide en tres capas:
interna electrodensa de 4504 de espesor, intermedia de 5504 con
menor electrodensidad y superficial de 3002 con una baja
electrodensidad. Esta cubierta posee una proteina mayoritaria,
conocida como proteina S, que se ensambla espontaneamente sobre la
superficie de la espora en presencia de Ca®* (Inouye et al., 1983).
Esta proteina posee un pesoc molecular estimado de 18792 y su
secuencia aminocacidica es homéloga con las proteinas f y ¥ del
cristalino de vertebrados (Wistow et al., 1985).

Ambos tipos de esporas contiemen polisacaridos ricos en
glucosa y galactosamina, asi como una proteina conocida como
proteina U (Komano et a&l., 1980). Aunque ambos tipos de esporas son

diferentes en ultraestructura y composicién, hay una serie de etapas
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comunes en la secuencia de sucesos que conducen a su formacién. Asi
un 7% de los mutantes incapaces de formar esporas en cuerpos
fructificantes tampoco sufren la induccién con glicerol (Burchard &
Parish, 1975).

La esporulacién en M.xanthus es un proceso de enquistamiento
en el que el bacilo se acorta, progresando hacia una forma ovoide
que finalmente termina en esférica. Lo conocido sobre la formacién
de la espora se deriva de estudios de induccién con glicerol y puede
0 no ser similar en la esporulacién de los cuerpos fructificantes.
El proceso de conversién de la forma celular, probablemente comun en
ambos tipos de mixosporas, presenta una serie de problemas que
relacionan la arquitectura y el remodelamiento de las envueltas
celulares. El area superficial del peptidoglicano y el namero de
enlaces entre las cadenas de péptidos aumentan durante la
esporulacién <(Johnson & Vhite, 1972). También sufre un aumento el
potencial autolitico de las células, lo que refleja la debilidad de la
pared durante el cambio de forma (Dawson & Jomes, 1979). La energia
metabélica es dirigida hacia la gluconeogénesis y el ciclo del
glioxilato; aparentemente los aminoacidos son catabolizados hasta
acetato, el cual nutre al ciclo del glioxilato y luego se deriva
hacia la sintesis de los polisacaridos de 1la cubierta por via
gluconeogénica <(Filer et al., 1977; Orlowski et al., 1972). la
sintesis del ADN continua bhasta culminar la replicacion <(Rosenberg
et al.,, 1967). La sintesis neta de ARN cesa, aunque se observa un
gran recambio en todas las clases de ARK, asi como modificaciones
postraduccionales por metilacion y fosforilacion (Komano et al.,
1082),
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1.3 Ciclo de desarrollo

1.3.1 Imtroduccién

La  caracteristica general mas  sobresaliente de las
nmixobacterias -es su alto potencial morfogenético, el cual tiene lugar
a dos niveles: una morfogénesis cooperativa, que conduce a la
formacién de cuerpos fructificantes por la accién conjunta de
cientos de miles de células (fructificacién); y una morfogénesis
celular, mediante la cual las células vegetativas sufren una serie de
cambios que conducen a la aparicién de células de reposo,
denominadas mixésporas, que se localizan en el interior de los
cuerpos fructificantes <(esporulacién). El inicio de este ciclo de
desarrollo esté intimamente relacionado con los  factores
nutricionales del medio, disparandose em respuesta a una deficiencia
nutricional (Manoil & Kaiser, 1980a). Dado el tamafio de las células
(5-10 pm) la formacién de un cuerpo fructificante, en ocasiones de
varios cientos de micras, constituye una formidable empresa.

Muchas especies de mixobacterias desarrollan otro fascinante
comportamiento social en el que ondas oscilantes de células
discurren a través de la capas celulares dispuestas sobre una
superficie sélida. Este comportamiento se ha denominado ondulamiento
u oleaje (rippling) debido a que el movimiento de la onda celular
asemeja al movimiento de las olas sobre la superficie del mar. En
¥.xanthus cada onda estéd compuesta de una crestia de varias capas de
células con unas pocas células entre crestas. Este ondulamiento se
observa durante el desarrollo de cuerpos fructificantes, aunque la
posicién de las ondas no estéd siempre correlacionada con la posicién
de los cuerpos. Sin embargo, ambos procesos son independientes: los
cuerpos fructificantes pueden obtenerse sin observar ondulamiemto y
este uUltimo puede ser inducido bajo condiciones en que no se forman
cuerpos. En definitiva, el fenémeno del ondulamiento parece ser la

respuesta a la presencia de bacterias muertas que son reconocidas
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por los fragmentos de su peptidoglicano (Shimkets & Kaiser, 1982a y
1082b).

Por contra a estos espectaculares comportamientos sociales,
las ‘mixobacterias pueden.seguir un ciclo de vida vegetativo en el
que soélo ocurren divisiones binarias. Este ciclo vegetativo puede

tener lugar en ‘medios sélidos y liquidos ricos en nutrientes.

1.3.2. Métodos para el anAlisis del desarrollo

Durante mas de una década, el andlisis del desarrollo de las
mixobacterias o més bien de M. xanthus (donde se centran el 99% de
los estudios) ha ido progresando. En cada etapa se han desarrollado
técnicas especificas para cuestiones especificas con un sucesivo
aumento en nuestra comprensién de la organizacién y control de los

eventos del desarrollo multicelular de estos microorganismos.

A. Aislamiento de mutantes

La primera etapa en el anAlisis genético de M. xanthus fue el
aislamiento de mutantes con incapacidad de completar su desarrollo.
Dado que el desarrollo es un proceso complejo, se han podido dividir
los mutantes en subgrupos basandose en las diferencias de su
fenotipo. Dos bhechos surgen de estos estudios: primero, Ila
independencia entre los procesos de esporulacién y fructificacion;
segundo, la implicacion de moléculas extracelulares en el proceso de
formacion de cuerpos fructificantes.

La esporulacién no es dependiente de la terminacién de un
cuerpo fructificante, sugeriéndose que la via de la esporulacién se
inicia muy pronto en el desarrollo, quizdas a la vez que la
agregacion (Morrison & Zusman, 1979). La evolucién de un ciclo de
desarrollo en el que la Gltima etapa morfolégica (la esporulacién)
pueda ocurrir antes de completar la primera etapa (la agregacién),
sugiere algunas ventajas selectivas subyacentes. Quizas esto sea un
mecanismo de seguridad que permite que algunas mixdsporas estén

formadas, incluso en el caso de que un endurecimiento de las
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condiciones del medio aborte 1la formacién de los cuerpos
fructificantes (Shimkets, 1987).

La implicacién de .moléculas  extracelulares en la
fructificacién se deduce de los westudios de complementacién
extracelular de diferentes mutantes. En estos estudios, mezclas de
dos tipos diferentes de mutantes pueden formar cuerpos con esporas,
aunque cada tipo de mutante por separado no puedan hacerlo (Hagen
et al, 1978). Esta complementacién no es debida a intercambio
genético ni a un intercambio de metabolitos nutricionales necesarios
para el crecimiento vegetativo, mas Dbien parece ser reflejo del

intercambio de moléculas que unicamente regulan la esporulacién
(LaRossa et al.,, 1983).

B. Intercambios genéticos

El desarrollo de técnicas para transferir genes entre razas de
¥. xanthus y entre E. coli y M. xanthus abrié la puerta para formas
de analisis genético mas complejas. Los mutantes de desarrollo no
tienen generalmente un fenotipo facilmente seleccionable, con ello
surgen dos problemas: disponer de un marcador seleccionable que se
transfiera junto al alelo mutado y transferir el alelo a una raza
diferente. El primer problema es superable con el uso de elementos
transponibles y el segundo con el uso de fagos transductantes
generalizados.

El +transposén TnS5 ba sido particularmente Gtil para el
analisis genético de M. xanthus al integrarse en la mayoria, si no
todos, los genes de su cromosoma. El Tn® es introducido en X.
xanthus por transduccién especializada usando el fago de E. coli Pl.
Este fago inyecta su ADN en X. xanthus pero ni se replica ni se
lisogeniza, siendo por tamto un perfecto vector suicida ya que las
células adquieren la resistencia a la karnamicina solo cuando el Tn5
se ha transpuesto al cromosoma de N.xanthus (Kuner & Kaiser, 1981).

También se utiliza una version modificada dei TnS, el llamado TnS-
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132 que porta resistencia a la oxytetraciclina (Avery & Kaiser,
1983a).

La forma mAs empleada de intercambio genético entre razas de
M. xanthus es la transduccién generalizada. Se han descrito tres
grupos -de mixofagos transductantes: Mx4, Mx8 y Mx9. Los grupos Mx4
y ¥x8 han sido utilizados para la transduccién de una amplia
variedad .de genes. El fago Mx4 puede empaquetar hasta 62Kb y el Mx8
hasta 56Kb de ADN {(Martin et al., 1978).

C. Mapeo genético por cotransduccién

Los fagos Mx4 y Mx8 solo pueden transferir el 1% del total
cromosémico, asi no es posible disponer de un mapa genético completo
de X. xanthus. La transduccién es usada para un mapeo fino por
cotransduccién  (Sodergren et al., 1983). La frecuencia de
cotransduccién de dos marcadores es proporcional a la distancia
entre ellos, de modo que aunque la distancia fisica entre ellos no
sea conocida, puede estimarse por la frecuencia cotransduccional

segun la ecuacién de Wu.

D. Fusiones Lac

El uso de estas fusiones en M. xapthus ha sido simplicado por
la insercion de un fragmento sin promotor del operén de la lactosa
en el Tn5. Cuando este TnS5lac se integra en la orientacién apropiada
proximo a un promotor activo, la f-galactosidasa puede ser detectada
(Kross & Kaiser, 1084).

Se han estimado en varios cientos de genes los que aumentan
su expresién durante el desarrollo. Menos del 10% de las fusiones
con promotores reguladores del desarrollo, provocan un defecto
apreciable en el mismo, quizds porque se requieren para la
supervivencia a largo plazo o para la germinacién. Otros pueden ser
componentes del cuerpo fructificante o de la espora y no son
esenciales para la terminacién del desarrollo bajo las condiciones

de laboratorio. Los promotores del desarrollo son activados en
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diferentes intervalos y con niveles de expresién muy variados (Kross
et al., 1886),

E. Epistasis

La epistasis ‘determina si dos sucesos estan en la misma via
y, si es asi, el orden de :expresién de los mismos en el tiempo. Asi,
un doble mutante tendrd el fenotipo de la mutacién que ocurra antes
en la via alterada. En principio cualquier mutacién en la via de
desarrollo puede ser ordenada de este modo. Los estudios con
mutantes SpoA sugieren que su expresién precede al 85% de los genes
reguladores del desarrollo, lo cual coincide con los estudios
bioquimicos que predicen que los mutantes Spod estan bloqueados en

una etapa temprana del desarrollo (Kuspa et al.,, 1986),

F. Clonacion de genes del desarrollo

Se han usado dos estrategias basicas para la clonacién de
genes del desarrollo. Una requiere conocer previamente la secuencia
de aminoacidos de la proteina producto del gen y usa la sintesis de
oligonucleétidos sintéticos para identificar el gen por hibridacién.
De este modo se ha clonado el gen de la proteina S, resultando que
el fragmento clonado contenia dos copias similares del gen <(Inouye
et al,, 1983).

Otra estrategia usa una insercion del TnS en o cerca del gen
a clopar para proporcionar un marcador seleccionable en el
aislamiento de plasmidos recaombinantes con las secuencias de XM.
xanthus. Tras la inserciéon del Tnd se procede a la clonacién en un
vector apropiado de fragmentos cromosémicos al azar y se transforma
con ellos a E, coli seleccionando la resistencia a kanamicina. Esta
estrategia ha sido usada para la clonacién de varias regiones
cromosomicas implicadas en el control del desarrollo (0'Connor &
Zusman, 1983; Shimkets et al., 1983; Blackhart & Zusman, 1985a).

La transferencia del ADN clonado desde E. coli a M. xanthus

utiliza la transduccién generalizada y especializada del colifago Pl.
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La transduccién del plasmido con el gen clonado a X. xanthus ocurre

con una frecuencia de 10-°-10-7/ufp (O'Connor & Zusman, 1983),

G. Construccién de merodiploides

La construccién de merodiploides es esencial para los test de
complementacién genotipica. La construccién de duplicaciones en
tandem de regiones definidas del cromosoma de M. xanthus es el
método usual para obtener diploides parciales de esta mixobacteria.
En tales duplicaciones se utiliza la recombinacién entre los
transposones Tn5 y Tn5-132, que forman un tercer transposén
recombinante en el nuevo punto de la regién duplicada (Avery &
Kaiser, 1983b). Otro método utiliza un plasmido circular incapaz de
replicarse en N. xanthus y que contiene secuencias de interés de X.
xanthus. Este plasmido puede integrarse en el cromosoma por
sobrecruzamiento con la regién de homologia, formando una estructura
similar a la duplicacién en tandem. En este segundo caso se observa
una alta frecuencia de conversién génica (Shimkets et al.,, 1983).
Ambas formas de duplicaciones son inestables y segregan con una
frecuencia del 0.1% por generacién. lLa segregacion y el Southern-
blotting proporcionan los medios para el analisis de la estructura y

genotipo de los diploides (Shimkets et al., 1983).

3]
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1.3.3 Control del desarrollo

Los mutantes del desarrollo obtenidos pueden dividirse en tres
grandes grupos: mutantes que no agregan ni esporulan (defectivos en
la iniciacién del desarrollo), mutantes que no agregam pero si
esporulan (defectivos -en alguna etapa propia ‘de la agregacion) y
mutantes que agregan normalmente, pero que no forman esporas
(Morrison & Zusman, 1979), Estos Tesultados sugieren que el
desarrollo puede ser dividido en tres etapas: iniciacién, agregacién
y formacién del cuerpo fructificante, y esporulacién.
A. Iniciacién

El desarrollo es una respuesta a una privacién nutricional,
aunque una inanici6tn gradual es maAs probalble que conduzca a un
rdpido y sincréonico desarrolio que una privacién severa. La
privacién parcial de los aminoAcidos requeridos para el crecimiento
vegetativo (valina, leucina e isoleucina) induce el desarrollo. Sin
embargo, la falta de otros aminodcidos no esenciales, de una fuente
de carbono y energia o de fosfato inorgénico también dispara el
proceso de desarrollo. La naturaleza de las sefiales intracelulares
implicadas en la captacién de los niveles de aminocacidos y en la
iniciacién del desarrollo sigue sin ser aclarada. Los intentos de
implicar al proceso de respuesta estricta y sus mediadores, los
nucleétidos polifosforilados ppGpp y pppGpp, no han sido refrendados
por los datos experimentales (Manoil & Kaiser, 1880a, b).

la familia de aminoadcidos del aspartico (4cido aspartico,
asparagina, treonina, 1lisina, isoleucina, metionina y &cido
mesodiaminopimélico) podria jugar un importante papel en la
iniciacién del desarrollo. La etapa clave en la biosintesis de esta
familia es la sintesis del p-aspartilfosfato, catalizada por la
aspartatoquinasa. N. xanthus posee dos formas isoenzimaticas del
enzima, la forma 1 inhibida por la lisina y estimulada por el
mesodiaminopimélico y la forma II inhibida por la treonina. El mal
balance nutricional de 1los aminodcidos de esta familia, provoca

efectos diversos sobre la iniciacién del desarrollo, probablemente en
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relaciéon con la regulaciéon alostérica de estos isoenzimas (Shabtai
et al.,, 1975).

Las propiedades de la aspartatoquinasa de E. coli y M. xanthus
son similares y pueden reflejar puntos comunes en la fisiologia de
formas bacterianas ancestrales que ban sido conservadas fuertemente.
Sin .embargo, la estimulacién por mesodiaminopimélico es una nueva
propiedad. El mesodiaminopimélico es un componente de la pared
celular de esporas y células vegetativas y como tal se requiere una
fuente continua del mismo. Puesto que no es un componente de las
proteinas de las que se nutre ‘N, xanthus y no se encuentra en la
pared celular de todas sus presas bacterianas, las células deben
sintetizar la mayoria de sus requerimientos. Asi la estimulacioén
feedback puede tener el significado de asegurar la sintesis de
diaminopimelato cuando la fuente de aminoacidos es muy alta y por
tanto su evolucién puede reflejar un cambio necesario para adaptarse
a la vida de recogedor de proteinas (Shimkets, 1987).

Diverspos compuestos con adenina producen la induccién del
desarrollo. Estos compuestos provocan un fuerte descenso de
fosforibosilpirofosfato (PRPP). Este descenso puede limitar la
sintesis de otras sustancias que requieren PRPP como la tiamina,
bhistidina, triptofano y nuclettidos (Bagnara & Finch, 1974). Dentro
de este contexto es dificil explicar como ciertos aminoacidos
bloguean la induccién del desarrollo por adenina, mientras que la
histidina y el triptéofano no lo hacen (Campos & Zusman, 1975). El S~
adenosilmetionina (SAM) es un compuesto con adenina. que no induce
el desarrolio. Este compuesto es incorporado eficientemente a la
célula a partir de fuentes exogenas, inhibe a la SAM-sintetasa y
actta como donador en la metilacién de proteinas; por todo ello
podria jugar un importante papel en el desarrollo (Panasenko, 1983).

Durante el inicio del desarrollo se han detectado cambios en
los niveles de los nucleotidos AMPc y GMPc y en los de sus enzimas
biosintéticos y degradativos fadenilato ciclasa, A¥Pc

fosfodiesterasa, guanil ciclasa y GMPc fosfodiesterasa) (Passador &
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¥cCurdy, 1985). La potencial 'regulacién :del desarrollo por estos
compuestos es una pregunta que se mantiene a la espera de realizar
analisis genéticos de -mutantes en las -actividades -enzimaticas
estudiadas.

Cuando la célula entra en el ciclo de desarrollo se aprecian
una serie de cambios en el ARN celular. La tasa de acumulacién del
ARN -sufre un incremento transitorio. El nuevo ARN contiene un ARNm
con una vida-media inusualmente larga, entre estos ARNm estables se
hallan los de la proteina S y la MBHA, con una vida media de 38 y
30 minutos respectivamente (Nelson & Zusman, 1983a).

En torno a wun 20% de los mutantes resistentes a 1la
rifampicina son incapaces de esporular y tienen muy limitada su
capacidad de agregacién. La resistencia a la rifampicina y los
fenotipos no fructificantes cotransducen em un 99%, lo que sugiere

que esto es resultado de una dnica mutacién (Rudd & Zusman, 1979).

B.Agregacién

Para la agregacion, ademids de la privacién nutricional que
dispara la iniciacion, son requeridos otros factores: una superficie
sélida (para el movimiento), una alta densidad celular y en algunas
especies la luz. Ciertos compuestos pueden servir como sefiales
intercelulares de agregaciéon en M. xanthus y 5., aurantiaca.

S. aurantiaca, a baja densidad celular, puede ser estimulada a
formar cuerpos fructificantes por la 1luz, por una feromona de
estructura aun no bien conocida © por compuestos que contengan
guanina (Stephens et al.,, 1980; Stephens et al., 1982).

La luz no estimula el desarrollo de ¥. xanthus. En este caso
las experiencias sugieren que la adenina es la sefial mayoritaria,
aunque no la Unica, para la agregaciéon. Esta sefial es especifica para
la agregacién y no actéa sobre la esporulacién (Shimkets & Dworkin,
1981).

El hecho de que no aparezcan cuerpos fructificantes en medio

liquido se debe a que las mixobacterias no pueden moverse, lo que
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impide ‘'su agregacién en puntos -concretos. La incapacidad de
fructificar a bajas densidades celulares otorga dos posibles papeles
a los compuestos inductores de la agregacién: como indicadores
intercelulares de 1las condiciones apropiadas para -iniciar el
desarrollo, valorando la propia densidad celular o bien como
precursores bioquimicos de la propia sefial de agregacion (Shimkets,
1987). Los intentos de identificar 1la molécula (o moléculas)
implicados en la atraccién de 1las células a sus centros de
agregacion no han dado resultados positivos hasta el momento.

Se han aislado ‘un gran numero de mutantes defectivos en 1la
agregacion, dividiéndose por su fenotipo terminal de agregacién en
“rough", “swirl", "flat mound" y “frizzy" Morrison & Zusman, 1979).
Muchos de estos mutantes poseen una movilidad defectuosa. Estos
defectos pueden producirse en las interacciones celulares necesarias
para coordinar el movimiento del grupo o en dificultades para
controlar la direccién del movimiento celular. Las células salvajes
de X. xanthus invierten su direccién de deslizamiento cada 6.8
minutos como media, aunque los intervalos de inversién pueden variar
en * 2.5 minutos. El movimiento neto es debido a las grandes
variaciones en el intervalo entre las inversiones y a que las
celulas no siguen caminos idénticos en sus movimientos de ida y
vuelta (Blackhart & Zusman, 1985b). Fara que la agregacién tenga
éxito, las células en la cercania de los centros de agregacion deben
ser capaces de localizar tal centro y deslizarse hacia €1, lo que
requiere frecuentes alteraciones en la direccién de marcha,
movimientos netos considerables y un control adecuado de su
movimiento.

Durante la agregacién, M. xanthus produce una lectina conocida
como MBHA, cuya concentracién celular esta influida por el sistema
de movilidad S (Cumsky & Zusman, 1979). La MBHA es una de las
proteinas especificas del desarrollo mejor caracterizada. Es un
polipéptido simple que se comporta en solucién como un monémerc de

peso molecular estimado entre 27000 y 30000 dalton <(Cumsky &
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Zusman, 198l1a). OSus propiedades de unién .multivalente a
carbohidratos -complejos por un residuc de p-galactosa se deben a que
contiene cuatro dominios de 67 aminoAdcidos altamente -conservados
(Romeo et al.,, 1986). Contiene menos del 0.05% de carbohidratos y umn
alto porcentaje de restos de glicina (19%) (Cumsky & Zusman, 1879).
Se localiza en 0 cerca de la superficie celular en zonas concretas
de la célula, en uno o ambos polos (Nelson et al., 1981). Las células
vegetativas y en desarrollo contienen receptores para la MBHA, pero
estos parecen ser distintos (Cumsky & Zusman, 1981b).

Antes de la aparicién de los agregados celulares se han
detectado al menos cinco nuevas proteinas de menbrana en la célula
(Orndorff & Dworkin, 1982). Las experiencias de marcaje sugieren que
ocurren cambios dramaticos en la arquitectura de las proteinas de
superficie durante el desarrolio (Maeba, 1984). Los anticuerpos
monoclonales pueden ser herramientas atiles en el analisis de los
componentes de la superficie celular implicados en el desarrollo.
Dichos anticuerpos frente a células en desarrollo, podrian agruparse
en dos: aquellos que reconocieran antigenos de superficie especificos
del desarrolio y aquellos que reconocieran antigenos presentes en
células vegetativas y en desarrollo; al menos tres se han descrito
pertenecientes al primer grupo (Gill & Dworkin, 1986,

Una vez cumplidos los requisitos previos de la iniciacidm, las
células en agregacion empiezan a deslizarse bhacia puntos concretos,
normalmente formando oleadas. En esos puntos de atraccién, se
originan unos agregados que van creciendo de tamafio bhasia
constituir el cuerpo fructificante. La morfologia de 1los cuerpos
fructificantes varia segun los distintos géneros. Los més simples
son los de la familia Myxococcaceae, cuyo aspecto es el de
monticulos esféricos o alargados. En otros géneros, comc Stigmatella
o Chondromyces son mucho més complejos, constando de un pedynculo

simple o ramificado del que salen varios esporangiolos o varios

racimos de ellos.
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C.Esporulacion

Las vias de desarrollo que conducen a la esporulacién implican
la comunicacién celular y resultan en la muerte de una parte de las
células. El anAlisis Dbioquimico de los mutantes defectivos en 1la
esporulacién ha dado los mejores resultados en la definicién de las
etapas que conducen a ella. Los mutantes no esporulantes que pueden
ser inducidos a esporular en la presencia de otros mutantes son
relativamente comunes (Hagen et al., 1978).

Estos mutantes pueden ser divididos en cuatro grupos en base
a la capacidad de esporular en la presencia de oiros mutantes, es
decir por complementacién extracelular. Los cuatro grupos se conocen
como SpoA, SpoB, SpoC y SpoD. Los resultados en la eficiencia de
esporulacién de mezclas de mutantes, sugieren que al menos bay dos
sefiales intercelulares implicadas, una definida por SpoC y otra por
SpoA, SpoB y SpoD; queda aun por dilucidar si esta Gltima representa
tres seflales distintas o tres etapas diferenciables de una misma
seflal intercelular (LaRossa et al.,, 1983). En mezclas iguales de
células, una raza puede producir la mayoria de las esporas, mientras
que las ceélulas de la otra raza se lisan. Las experiencias sugieren
que ciertos factores genéticos pueden predisponer a las células a
asumir un papel especifico en el desarrollo. Estan por aclarar los
mecanismos moleculares que controlan tal determinacién.

Se dispone de varios marcadores genéticos y bioquimicos para
estimar el punto en el que el desarrollo de un mutante se detiene.
En el +trabajo con los marcadores genéticos se han estudiado
mutantes termosensibles, asi como la expresién de promotores
reguladores del desarrollo en fusiones lac. Los marcadores
bioquimicos incluyen la produccién de las proteinas especificas del
desarrollo S y MBHA. lLas caracteristicas de los cuatro grupos de
mutantes para la esporulaciéen en relacién a la produccién de estas

proteinas son las siguientes:
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Clase ProteinaS Proteina¥BHA
Salvaje + +

Spoi retrasada -

SpoB reducida reducida
SpoD + -

SpoC -+ +

Los resultados genéticos y bioquimicos sugieren que la via de
esporulacién comienza muy pronto en el desarrollo, quizas tan pronto
como la agregacién. Los mutantes SpoA, SpoB y SpoD detienen su
desarrollo antes que los mutantes SpoC (Shimkets, 1987).

Las aproximaciones bioquimicas para determinar la naturaleza
de un bloqueo mutacional implican la complementaciéon del defecto con
un componente de un extracto celular. En las mutaciones spod, spoB,
spoC y spoD que presumiblemente previenen las seflales
extracelulares del desarrollo, este estudio es muy complejo por el
gran nimero de etapas intermediarias que pueden existir entre 1la
percepcién de una sefial y la complementacién del desarrollo.
Cualquier intento de rescatar un defecto en el desarrollo de los
mutantes con extractos o componentes celulares debe estar sujeto a
una serie de pruebas para distinguir entre comunicacién intercelular
y derivacién fenotipica. Para que una molécula esté implicada en la
comunicacién intercelular debe temer las siguientes propiedades: i)
debe estar disponible cerca de las células en el momento del
desarrollo, 1ii)> debe ser producida a concentraciones que sean
suficientes para inducir la respuesta en cuestiéon, iii) los mutantes
defectivos deben carecer-de la capacidad para producir o secretar 1la
sustancia, iv) la sustancia debera imitar los efectos de los ensayos
de complementacién extracelular y v) la sustancia deberéd restaurar
el desarrollo enm un punto préximo donde fue detenida por la
mutacién. Estos puntos dan una sefial de partida para distinguir

entre comunicacién celular y derivacién fenotipica (Shimkets, 1987).
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Los mutantes del grupo SpoA parecen tener dificultades para
captar las condiciones de inanicidn que -disparan el desarrollo, de
hecho son capaces de seguir creciendo en condiciones donde el
crecimiento vegetativo cesa en razas salvajes (LaRossa et al., 1983).
Las ceélulas salvajes en desarrollo producen una sustancia conocida
como factor A que rescata la esporulacién de los mutantes SpoA
(Kuspa et al., 1886). Aparentemente, una gran variedad de mutaciones
pueden generar el fenotipo SpoA ya que s6élo unos pocos de los alelos
spoA estan ligados (Kuner, 1980).

Es probable que las mutaciones que generan el fenotipo SpoB
se localizen en muchos loci; mientras que dos de los alelos spaD
estan en el mismo locus y otros dos no tienen localizacién conocida
(LaRossa et al., 1883).

Todos los alelos conocidos del grupo SpoC estan ligados en
una unica regién del cromosoma. Los mutantes spoC son rescatados a
la esporulacién por la adicién de precursores del peptidoglicano, si
bien, los resultados son algo enigmaticos pues el fondo genético de
las razas usadas afecta a 1los resultados. Sin embargo, la
sensibilidad peculiar de los mutantes spoC a los agentes quimicos
que desvian el bloqueo mutacional puede ser debida al hecho de que
tales mutantes han progresado mucho en el ciclo de desarrollo pero
no han iniciado la lisis, asi las sustancias que inducen la lisis
pueden restaurar la via de la esporulacién (Janssen & Dworkin, 1985;
Shimkets & Kaiser, 1982b).

El locus spoC también se requiere para el fenomeno del
ondulamiento. Puesto que numerosos mutantes no esporulantes pueden
llevar a cabo este procesoc, esporulacién y ondulamiento son sSucesos
del desarrollo probablemente no relacionados (Shimkets, 1987). El
papel dual del locus spoC en ambos Pprocesos seré un punto
interesante para futuros trabajos.

La muerte celular durante un proceso de morfogenesis es un
fenémeno comun del desarrolilo en vertebrados (Cowan et al., 1984,

invertebrados (Truman, 1984) y bacterias (Vireman & Dworkin, 19770.
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Normalmente -la muerte celular durante la morfogénesis de X. xanthus
alcanza a un 70% de la poblacién en desarrollo (cifra que admitimos
con las reservas que posteriormente sefialamos). Si bien la funcién
de la lisis no-es conocida, la evidencia tipica sugiere que esta
implicada'en la via de la esporulacién més que en la de agregaciom.
Asi, todos los mutantes conocidos en la autolisis del desarrollo
tienen un punto en comun: son incapaces de esporular. Por contra la
lisis no juega un papel aparente en la agregacién, los mutantes no
esporulantes agregan normalmente en todos los casos.

La mayor parte de la lisis coincide con la aparicién de las
mixésporas y en razas salvajes es probable que ocurra dentro del
cuerpo fructificante ya que es donde se localizan la mayoria de las
células en el momento de la esporulacién. El mecanismo de inicio de
la lisis es poco conocido. Se han aislado cinco sustancias,
conocidas como autocidas, que matan preferentemente a las células de
M. xanthus (Varon et al.,, 1984). La autocida mayoritaria, AMI, es una
mezcla de acidos grasos que han sido purificados e identificados;
los acidos grasos mono y diinsaturados son los componentes con
mayor actividad (Varon et al., 1586).

El papel de la lisis en la esporulacién no es conocido y
existen dos puntos de vista diferentes. Por un lado la lisis celular
puede ser simplemente un fallo en el intento de la esporulacién con
poco papel en el desarrollo de las células con éxito. Por otro lado,
la lisis puede ser una alternativa de desarrollo a la esporulacién y
cuyos productos estimulan la formacién de esporas o su maduracion.
Los resultados experimentales apoyan la idea de que el numero de
esporas es determinado por la concentracién de los productos de
lisis (Wireman & Dworkin, 1977). Al menos, la lisis supliria una
gran fuente de nutrientes a las células esporulantes; se puede
aproximar que la concentracién de aminoAcidos liberados por la lisis
en el momento de la esporulacién estaria en el rango de 2 a 5 mM.

Dado que concentraciones similares de ciertos aminodcidos tienen

[
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efectos dramaticos sobre la iniciacién del desarrollo, no es ilégico
sugerir que también ellos regulasen la esporulacidén (Shimkets, 1987,

Sin embargo, hay que tener en cuenta que las células
esporulantes que estan sufriendo morfogénesis, son bastante
sensibles al choque osmético y, por tanto, estan expuestas a lisis
(Zusman, 1984). Recientemente, O'Connor y Zusman <(1987) han
informado que las células en diferenciacién atraviesan un estado
fragil en el que son facilmente lisadas por 1la manipulacién
experimental. Esta fragilidad puede llevar a una sobreestimacién de
la tasa de lisis durante el desarrollo. Por tanto, aunque se tiende a
considerar la autolisis como un fenémeno de cooperacién entre las
células de la poblacién, esta autolisis seria no activa.

Una serie definida de cambios {fisioclégicos acompafia la
progresién de las células vegetativas en la esporulaciénm.
Inicialmente se requiere un periodo de contacto celular y es durante
esta primera fase cuando las células intercambian sus seflales. Una
segunda fase ocurre tras estas sefiales, pero antes de la autolisis y
esporulacién. La tercera fase est4 marcada por el compromiso de las
celulas a su proceso de desarrollo. Finalmente se desarrollan las
propiedades de resistencia de las esporas.

El aspecto més estudiado en la maduracién de las esporas
concierne al ensamblaje de la proteina $§ sobre su superficie. La
proteina S puede llegar a la superficie de la espora bien por su
transporte activo a través de la pared o por liberacién de células
lisadas. Dada 1la gran cantidad de proteina producida en el
desarrollo (hasta el 15% del total de proteinas) y la lisis celular
paralela a la esporulaciéon, la segunda hipétesis puede ser mas real.
La localizacién de 1la proteina S antes de la esporulacién es
eminentemente periplasmica, lo que indicaria su transporte activo
fuera del citoplasma, aunque esto no descarta su liberacién del
periplasma por lisis celuiar (Nelson & Zusman, 1983),

Las diferencias entre células vegetativas y mixésporas fueron

anteriormente comentadas, asi como algunos de los procesos
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observados durante la induccién de mixésporas con glicerol. También
se bhan comentado las diferencias entre ambos tipos de mixosporas;
diferencias, que se cree son debidas a que en la esporulacién
inducida con glicerol, sélo tienen lugar los ultimos pasos del
proceso de esporulacién que se dan durante la formacién de los
cuerpos fructificantes (Zusman, 1984). Las mixésporas se diferencian
de las verdaderas endosporas en que no son células formadas de
noveo, sino células transformadas y en que son mucho menos
resistentes que las endosporas. Estas dos razones hacen pensar que

las mixésporas son formas de reposo mas que de resistencila.

1.3.4 Un programa de desarrollo para Nyxococcus xanthus

La caracterizacién de numerosos mutantes del desarrollo, junto
con los estudios comentados, han sugeridec un modelo para el
programa de desarrollo de M. xanthus.

Existen dos ramas independientes en la via del desarrollo, una
implica la agregacién y construccién del cuerpo fructificante y la

otra implica la produccién de mixésporas:

Agregacién y formacién del cuerpo fructificante

Iniciacién

Sefializacién Lisis Formacién Maduracion

de esporas de esporas

Induccién con giicerol

Las dos ramas estan conectadas durante la fase de iniciacioén,
cuando 1la disminucién de nutrientes induce el programa de
desarrollo. Los mecanismos de agregacion son bastante desconocidos

pero requieren muchos de los genes ae la movilidad social. Los
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sucesos que llevan a la formacién de mixésporas progresan a través
de una serie ordenada de sucesos que comienzan inclusc antes de que
la agregacién sea obvia. Su primera etapa es un periodo de
seflalizacién intercelular, el cual permanece hasta que se completa la
agregacién; luego se inicia la autolisis y la esporulaciénm, para
finalmente completar la maduracién de la esporas y desarrollar sus
propiedades de resistencia.

Los estudios en microorganismos han proporcionado grandes
avances a la biologia como ciencia. Parece razonable suponer que los
estudios sobre el desarrollo microbiano contribuiran sustancialmente
a nuestra comprensién de la biologia del desarrollo. La genética de
M. xanthus ha avanzado hasta el punto de que el campo estéd maduro
para sofisticados analisis genéticos del comportamiento celular y de

su papel en el desarrollo (Shimkets, 1987).
1.3.5 El significado del ciclo de desarrollo

la germinacién de las mixésporas formadas al final de un
ciclo de desarrollo ocurre cuando son colocadas en un medio rico,
por lo que se cree que algunos nutrientes deben actuar como sefial
que desencadene el proceso. Sin embargo, el mecanismo exacto no es
ain conocido. Cualquiera que sea, cuando esto ocurre acontecen una
serie de cambios en las esporas. Las mixésporas pierden su
refringencia, se rompe la cubierta y emerge una nueva célula
vegetativa bacilar (Voelz & Dworkin, 1962). Para que ocurra 1la
germinacion parece ser que se requiere una densidad celular alta.
Densidades celulares menores son suficientes si 1la induccion se
produce en medios mas ricos (Dworkin, 1973). De cualquier manera, no
se da la germinacién de una célula aislada sino de toda 1la
comunidad. La poblacién de células resultante de la germinacién se
mantiene unida y se comporta como un nuevo enjambre. En estos, las
celulas siguen el ciclo de vida vegetativo hasta que se agoten los

nutirientes. En este momento se iniciard un nuevo ciclo de desarrcilo.
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Durante mucho tiempo se ha especulado sobre el significado
biolégico de este ciclo, habiéndose llegado a la conclusién de que su
funcién es asegurar que se inicie un nuevo ciclo a partir de una
comunidad y no de una célula aislada. En este sentido, los cuerpos
fructificantes serian colonias en reposo. Ahora bien, ¢por qué se
requiere que el ciclo se inicie con una comunidad?. La respuesta
podria estar en el modo de vida de estos microorganismos en la
naturaleza. Las mixobacterias viven en ambientes de macromoléculas
en degradacién. Para que una célula aislada pueda captar nutrientes
tendréd que producir enzimas de varios tipos y excretarlos al
exterior. Alli difundirédn y, a una distancia determinada de la
bacteria productora, emcontraran un sustrato adecuado, el cual sera
digerido. Los nutrientes liberados difundiran desde el punto en que
se han producido de manera radial, por lo que sélo una pequefia parte
llegaran a la célula, siendo insuficientes para mantener su
crecimiento. Por el contrario, si en puntos cercanos existen otras
células, o sea, se parte de una comunidad, la produccién de enzimas
ser4 mucho maés elevada, con 1lo «cual la degradacion de
macromoléculas seréd mas rapida y, ademas, el aprovechamiento de
nutrientes mas efectivo, ya que cada célula tendrad acceso a los
nuirientes obtenidos por toda la comunidad.

El comportamiento vegetativo y de desarrolio de las células
cuenta con la movilidad por deslizamiento y la secrecidn de enzimas
hidroliticos. Durante el crecimiento vegetativo la atencion de la
colonia esté enfocada bhacia el movimiento y busqueda de presas
bacterianas para su hidrélisis. La ausencia de tal fuente dispara el
ciclo de desarrolio. Durante el desarrocilo los miembros de 1la
colonia se deslizan bacia los puntos de agregacidon, construyen los
cuerpos fructificantes y se diferencian hasta la aparicion de
esporas. Parte de las celulas de la comunidad inicial se constituyen
en esporas que sobreviviran al germinar, cuando los nutrientes
vuelvan a estar disponibles, y otra parte de las células muere en el

proceso. La fuente de energia para el gran esfuerzo que supone el
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proceso de desarrollo, parece ser suplida por un turnover proteico y
por la hidrélisis de otros miembros de la comunidad. Si esto ultimo
puede considerarse como altruismo o canivalismo, es una interesante

cuestién abierta para un debate de sociobiélogos.
1.3.6 Un paso primitivo hacia formas de vida multicelulares

Las primeras formas de vida terrestre se desarrollaron hace
3500 millones de afios en condiciones anaerobias (Schopf, 1978). las
células eucariotas con mitocondrias requieren generalmente oxigeno y
se cree que se originaron tras la aparicién de una atmésfera rica en
oxigeno. Los datos geologicos nos indican que una atmésfera rica en
oxigeno puede datarse en unos 2000 millones de afios. Las primeras
evidencias fésiles de células eucariotas son légicamente posteriores,
las formas mas primitivas tiemen 1500 millones de afios (Margulis,
1981). Los fésiles de animales multicelulares maAs antiguos tienen
700 millones de afios (Glaessper, 1976). Asi, durante la mayor parte
del tiempo, la vida sobre la tierra ha sido unicelular y no
eucari6ética. Incluso una revision réapida de los organismos
pluricelulares mas sencillos indica que el grado de pluricelularidad
se alcanzé muchas veces independientemente y probablemente por
razones distintas en los distintos grupos.

Dobzhansky et al, (1977) sugieren que al menos 17 tipos de
organismos pluricelulares han surgido independientemente a partir de
formas unicelulares.

lLas mixobacterias pueden representar uno de los primeros
intentos evolutivos hacia las formas multicelulares. Todas las
mixobacterias conocidas viven en agregados multicelulares y como ya
hemos indicado aparecen muy relacionadas por su composicion de G+C
y secuencias de sus ARNr 16S. Todas ellas son aerobias. Reichenbach
& Dworkin (1981) distinguen dos subérdenes de mixobacterias
(Soranginae y C(ystobacterinae), ambos multicelulares. Por tanto, es

probable que su antecesor comun lo fuera también. lLas bacterias
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sulfato reductoras y Bdellovibrio son las eubacterias mas proéoximas a
las mixcbacterias. Estas eubacterias y otras no viven en tipicos
agregados multicelulares; la multicelularidad surgié después de que
las mixobacterias y 1las eubacterias méas préoximas a ellas
divergieran, pero antes de que los dos subgrupos de mixobacterias
se separaran en su -evolucidon. La edad minima de las mixobacterias
puede estimarse en funcién de los estudios de las secuencias de los
ARNr 165 (Ludwing et al., 1983). Se deduce que las mixobacterias
pueden haberse separado de las formas bacterianas mas primitivas
hace unos 2000 millones de afios, es decir en el mismo momento en
que la atmésfera se transformé en aerobia. Recientes datos fésiles
apoyan esta edad para las formas mas primitivas de mixobacterias
(Lanier, 1987).

Asi, probablemente la forma de agregado multicelular de las
mixobacterias existié antes que cualquier eucariota multicelular.
Este origen tan primitivo es consistente con muchas de las
propiedades de las mixobacterias. Estos microorganismos son comunes
en todos los suelos del mundo, independientemente del clima de su
geografia. Su alimentacién cooperativa, puede haber sido una ventaja
selectiva en su evolucitén hacia las formas multicelulares. De hecho,
Sus presas mas comunes, otras bacterias, han existido antes que
cualquier forma de célula eucariota.

las semejanzas entre las mixobacterias y 1los hongos
mixomicetes son un ejemplo de una evolucidén convergente de
propiedades en dos organismos que ocupan el mismo nicho ecolégico
(Kaiser, 1986). Ambos son haploides con lo que la seleccién puede
actuar mas directamente que en 1los organismos diploides. La
evolucion convergente de ambos, sugiere que las diferencias
estructurales y funcionales entre células procariotas y eucariotas
han sido secundarias ante las semejanzas del metabolismo y las
limitaciones de la funcién y estructura proteica para proporcionar
la respuesta de estos organismos ante fuerzas de seleccitn

semejantes.
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2. FISIOLOGIA Y METABOLISMO DEL FOSFATO

2.1 Introducciéon

El fésforo, en su forma mias usuval en la célula, el io6n
fosfato, juega un papel esencial en los sistemas biogquimicos de
energia.

El i6n ortofosfato libre (PO.~®) exhibe una estructura
tetraédrica estable, con cuatro enlaces o entre el atomo de fosforo y
los cuatro atomos de oxigeno (hibridacién sp®), y un enlace =«
enlazante deslocalizado entre un orbital d del fésforo y cuatro
orbitales p de cada uno de los &tomos de oxigeno. A pH fisiolégico
el ortofosfato muestra protonado el grupo de pKa 12,7 y mas o menos
protonado el de pKa 7,2, es decir, su férmula es aproximadamente
HzPCa~—.

En contraste con el ortofosfato, el metafosfato (PO=")
presente en los grupos fosfato de los nucleétidos adenilados,
presenta una estructura bipiramidal trigonal muy inestable, con tires
enlaces o entre el Atomo de fésforo y los tres &atomos de oxigeno
(hibridacién sp®d). A pH fisiolégico el ién fosfato en la molécula de
ATP actua como un hibrido en resonancia en el que el doble enlace
posee un significativo caradcter de enlace simple, y el enlace simple
formal opuesto posee un considerable caracter de enlace doble. Tales
hibridos en resonancia son mas estables que lo que indican sus
estructuras formales, estabilizédndose por una cantidad de energia
llamada energia de estabilizacién por resonancia.

Hemos de considerar por otra parte, la elevada concentiracién
de cargas negativas, situadas muy proximas entre si, entorno al
grupo ftrifosforilado del ATP. Al hidrolizarse un grupo fosfato
terminal, se elimina parte de 1la tension eléctrica del grupo

fosforilado. La repulsion eléctrica remanente y la mayor estabilidad
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del ién ortofosfato formado evita la formacién de un nuevo enlace
como el anteriomente hidrolizado.

De las propiedades quimicas de estas moléculas y enlaces
depende, en definitiva, la biocenergética celular, a través de la

energia quimica de la molécula de ATP.

Junto a lo anterior, ha de resaltarse la necesidad de fésforo
como nutriente, dado su carédcter de bioelemento primordial. E1l
fésforo es parte constituyente de todo ser vivo al entrar a formar
parte en la composicién quimica de la molécula base de la vida, el
ADN.

Con pocas excepciones, todo el fésforo de los sistemas
geolégicos y biolégicos se presenta en  forma oxidada, bien como
sales insolubles de calcio, bien como fosfato inorganico libre o en
ésteres fosfato. El ciclo del fésforo es mas simple que el del
nitrégeno puesto que el fésforo es asimilado solo en estado de
valencia +5, la forma natural en que se halla, mientras que el
nitrogeno presenta varias formas de oxidacién asimilables.

El fosforo ocupa una posicién critica en la biologia del suelo,
siendo particularmente importantes los procesos de mineralizacién e
inmovilizacién. El continuo recambio de ambos procesos gobierna el
grado de disponibilidad del fésforo en el suelo (Alexander, 1977). Ei
fosforo del suelo se presenta en dos formas: i) inorganica, en forma
de minerales insolubles como fosfatos de bhierro y aluminio en
condiciones &acidas o como fosfatos de calcio en condiciones
alcalinas o de neutralidad; ii) organica, originada principalmente
por restoe vegetales. La f{fraccién organica representa 10-80% del
total, disminuyendo su proporcion con la profundidad. La mayor parte
de este fosforo organico se encuentra en Acidos nucleicos,
fosfolipidos e inositol fosfato (Alexander, 1977).

Los microorganismos del suelo pueden llevar a cabo diversas
transformaciones scbre el fésforo de su medio: alteracién de la

solubilidad de la fraccion inorganica, mineralizacién de compuestos
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organicos con liberacidon de ortofosfato, inmovilizacién o conversion
del fésforo inergénico en anién intracelular y procesos redox sobre
el fosforo inorganico.

La  solubilizacién por microorganismos de  compuestos
inorgénicos de fésforo del suelo como el hidroxiapatito,
fluoroapatito y fosfato célcico es un hecho bien establecido. La
solubilizacién llevada a cabo por hongos (Agnihotri, 1970) y
bacterias (Craven & Hayasaka, 1982) se realiza por la secrecién al
medio de 4&cidos organicos derivados del metabolismo de estos
microorganismos. Esta solubilizacion es fuente de fosfato para 1la
microflora y la vegetacién del suelo. Se ha propuesto que bacterias
como Escherichia coli y Erwinia herbicola poseen genes que codifican
para funciones implicadas en la solubilizacién de fosfatos minerales
(genes mps). Estos genes se encontrarian reprimidos en presencia de
fuentes alternativas de fosfato inorganico soluble, bajo el control
del metabolismo general del fésforo celular. Las inmediatas
especulaciones sobre aplicaciones potenciales en el campo de 1la
agricultura como una forma de fertilizacién biolégica no han tardado
en aparecer (Goldstein, 1986; Goldstein & Tiu, 1987).

La tasa de mineralizacién del fésforo organico depende de la
tmperatura, pH y disponibilidad de sustratos, si bien no se ve
inhibida por el fésforo inorganico. El enlace éster entre el fosfato
y las moléculas organicas es hidrolizado por enzimas conocidas como
fostatasas. La deteccién de estos enzimas en el suelo es habitual
(Alexander, 1977; Skujins, 1976). La mineralizacién e inmovilizacién
son procesos relacionados. Puesto que el suelo puede presentar altos
contenidos en fésforo organico y este puede ser facilmente liberado
como ortofosfato, el reciclaje de éste y su incorporacién a la
materia viva es inmediata. El fésforo inmovilizado en la materia
viva equivale a un 0,3% del peso seco de la materia organica usada
por los microorganismos.

El fésforo puede existir en varios estados de oxidacion, desde

-3 como fosfamina a +5 como ortofosfato. Diversos microorganismos
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pueden provocar cambies redox sobre el fésforo, en procesos
similares a los de desnitrificacion, si .bien bhasta -ahora se bha

prestado poca atencién a estas transformaciones (Alexander, 1977).

En su estado de valencia més usual, +5, el fosforo puede ser
asimilado en forma de fosfatoc y fosfonato. Las tres formas quimicas
principales del fosfato son el ortofosfato, pirofosfato vy
metafosfatos, estos wltimos presentes en formas polimerizadas. Es
admitido que el ortofosfato es la forma inorganica més usual que los
microorganismos pueden asimilar a través de sus sistemas de
transporte. La utilizacion de fosfatos organicos también es usual,
mediante la ruptura del enlace fosfoéster (R-O-F) a través de las
fosfatasas.

Los fosfonatos, compuestos con enlaces C-P, se encuentran en
la naturaleza en ciertos protozoos y son sintetizados por el hombre
como compuestos organofosforados de dificil degradacion. Existen
microorganismos capaces de utilizar estos compuestos, liberando Pi
que utilizan como fuente de fosforo. Esta capacidad se basa en la
existencia de dos enzimas distintos que pueden romper el enliace C-F,
una fosfoacetaldehido hidrolasa descrita en Bacillus cereus y uma C-
P liasa descrita en E. coli, Agrobacterium radicbacter y Pseudomonas
aeruginosa. En E., coli la C-F liasa parece incluida dentro de 1la
regulacién general del metabolismo del fosfato (Shinabarger et al,

1984; Vackett et al.,, 1987a; Vackett et al., 1987b).
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2.2 Asimilacién y transporte del fosfato

Bl mantenimiento del +fosfato interno es de importancia
fundamental para cualquier ser vivo. La sintesis de las
macromoléculas con féosforo ADN y ARN tiene uma tasa minima
continua, siendo necesaric ademas, mantener un pool adecuado de
intermediarios fosforilados que permitan la produccion de energia
para la sintesis de macromoléculas. La puerta al mundo exterior se
establece por los mecanismos de transporte que toman Pi o moléculas
organicas fosforiladas. En el equlibrio del Pi interno son
importantes varios factores: i) la regulacién del transporte a nivel
de expresién, ii) permitir una asimilacion mayor cuando las células
estan forzadas a usar fosfatos organicos como fuente de carbono,
iii) la regulacién de la actividad de los sistemas de transporte de
fosfato y 1iv) el acoplamiento energético necesario para la
asimilacién de Pi fremte al gradiente de concentraciotm.

El apnalisis cinético de 1los sistemas de transporte de
moléculas fosforiladas revela que la regulacién genética no es el
Unico modo de controlar el flujo de fosfato en 1la ceélula. El
transporte es dependiente de la concentracion de fosfato en la
célula, del pH interno y del potencial de carga de la superficie

celular (Boos, 1987).

la tasa de asimilacién del fosfato en cianobacterias es
6ptima a pH 7,5-8,5, lo que concuerda con la preferencia de estas
por condiciones alcalinas. A bajas concentraciones de fosfato, la
asimilacién es un procesoc activo estimulado por la luz, mientras que
a altas concentraciones predomina la asimilacién pasiva y la luz no
ejerce efecto alguno. La asimilacion de fosfato de compuestos
organicos gracias a enzimas con actividad fosfatasa, localizadas en
la superficie celular es una propiedad muy extendida entre las

cianobacterias (Healey, 1973; Healey, 1982).
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La importancia del Pi y «de algunos :de sus ésteres organicos
con carbohidratos viene reflejada por el nimero de sistemas de
transporte activo -para estos compuestos presentes en E. coli. Hay
descritos dos sistemas de transporte activo:para el Pi, dos para el
glicerol-3-fosfato y uno para las hexosas fosfato. Estos cinco
sistemas cabe agruparlos en dos tipos: i) sistemas simples con un
unico componente de membramna, que obtienen su energia a través de un
gradiente proténico y cuyos valores de saturacién media son
elevados; aqui se incluye el sistema de transporte de fosfato
inorganico (Pit) de -caracter constitutivo y los sistemas inducibles
por sus sustratos GlpT (para el glicerol-3-fosfato) y Uhp (para las
hexosas fosfato); ii) sistemas complejos con al menos tres proteinas
de membrana y una proteina de unién periplasmica, que obtienen su
energia de enlaces fosforilados ricos em ella, son inducidos por la
limitacién de Pi y sus valores de saturacion media son pequefios; se
incluyen aqui el sistema especifico de transporte de Pi (Pst) y el
sistema especifico de transporte del glicerol-3-fosfato (Ugp) (Yagil,
18875,

El sistema Pit es de caracter constitutivo, su componente es
una protefna de membrana con un peso molecular de 46.200 (Elvin et
al., 1987>,

El sistema Pst es mucho mas complejo, constituyendose por
cinco genes ligados: phoS, pstC, pstd, pstB y pholU (Surin et al.,
1985). phoS codifica para la proteina periplasmica de unién al
fosfato. Los productos de pstC, pstA y pstB son proteinas de la
membrana celular, probablemente implicadas en la formacién de un
canal de transporte. El gen phol, integrado en el regulén pho, esta
ligado a los cuatro anteriores y se sugiere que est4 implicado en la
formacién de una sefial intermediaria entre el sistema Pst y otros
genes reguladores del regulén pho.

La existencia de dos sistemas de transporte para el glicerol-
3-fosfato queda justificado por el hecho de que este metabolito es

un intermediario clave en muchos procesos amabolicos y catabélicos
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de la célula. El sistema GlpT es inducido .por la presencia del
glicerol-3-fosfato en el medio de cultivo y se bhalla bajo el control
del regulén glp (Larson, 1987).

El sistema Ugp forma parte del regulén pho. El sistema puede
realizar el transporte de glicerol-3-fosfato y de fosfodiésteres
como la glicerofosforiletanolamina. Esta ultima molécula produce
glicerol-3-fosfato y un alcohol. El sistema posee dos genes: ugpB
que codifica para una proteina periplasmica de unién al glicerol-3-
fosfato y el ugpC probable responsable de la actividad
fosfodiesterasa (Brzoska, 1987).

El sistema Uhp es inducible por azicares fosforilados de 3 2
7 carbonos y aminoazicares. Su induccién se debe a fuentes exégenas
y no a los azicares fosforilados internos del metabolismo
intermediario celular, el sistema de induccién es de caracter
vectorial. Se ban descrito, al menos, cuatro polipéptidos Uhp (4, B,
C y T) (Kadner et al, 1987). Un sistema parecido al Uhp de E. coli
se ha descrito en Streptococcus lactis (Maloney et al., 1984).

Los estudios realizados sobre el mecanismo y la regulacién del
transporte del fosfato en diversas especies de bacterias como
Staphylococcus aureus, E. coli, Streptococcus faecalis, Micrococcus
lysodeikticus y Bacillus cereus concluyen gque la captacion de este
anién es dependiente de la energia metabdlica, observandose una
reducciéon de la tasa de transporte al disminuir la energia celular.
El mecanismo exactoc no es conocido, si bien, existe una relacién
inversa entre la tasa de glucolisis y la concentracién de fosfato
citoplasmico, por lo que las disponibilidades de fosfato constituyen
un mecanismo primario para el control de la glucolisis. Una
excepcién a este mecanismo general parece constituirlo Streptococcus
pyogenes, donde el transporte de Pi parece inhibirse por 1la
presencia de glucosa (Reizer & Saier, 1987)

La existencia de dos sistemas distintos para el transporte de
un mismo metabolito como el Pi, uno de baja afinidad y otiro de alta

afinidad, no es exclusivo de las bacterias. Neurospora crassa y oS.
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cerevisiae poseen también dos sistemas similares. En ambos
microorganismos el sistema de transporte de alta .afinidad es
coregulado por el reguléon pho , mientras que el sistema de baja
afinidad es de carécter constitutivo (Tamai et al., 1985). El sistena
de transporte de alta afinidad en Candida tropicalis y S. cerevisiae
presenta un comstituyente en la pared celular cerca de la superficie
externa. Este componente actia como una proteina de unién al fasfato
(eanjean et al., 1984, 1986). También la levadura marina Rhodotorula
rubra presenta dos sistemas de transporte de Pi con distinta
afinidad segiun los niveles de Pi presentes en el medio (Robertson &
Button, 1979).

Junto a la aparicion de sistemas especificos de transporte con
alta afinidad para el Pi y moléculas fosforiladas, la asimilacién del
Pi en condiciones de limitacién del mismo se ve favorecida por 1la
aparicién de nuevas proteinas de membrana externa que facilitan su
paso a través de las envueltas celulares de las bacterias donde se
han descrito. Estas proteinas de membrana externa, conocidas como
porinas, forman canales transmembrana que permiten el paso de
pequefios solutos hidrofilicos por difusién (Nikaido & Vaara, 1985).

La aparicién de nuevas porinas en condiciones de limitaciéon de
Pi ha sido descrita en E. coli (proteina PhoE) (Korteland et al.,
1982), FPseudomonas aeruginosa (proteina P)(Hancock et al., 1982),
Salmonella typhimurium(Baver et al., 1985) y otros miembros de las
familias Enterobacteriaceae y Pseudomonadaceae (Poole & Hancock,
1986). La aparicién de estas nuevas proteinas de membrana se halla

bajo el control del metabolismo general del fosforo.
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2.3 El fosforo en la célula

El fésforo representa el 0,5-1% del peso seco del micelio de
un hongo (Rosenberg & Cohen, 1983) y el 1-3% del peso seco de una
bacteria (Beck & Munns, 1984), El fésforo .bacteriano se distribuye
entre un 30-50% en el ARN, 2-10% en el ADN, 5-15% en fosfolipidos y
el resto en Pi libre o polimerizado y en compuestos solubles del
citoplasma (Alexander, 1977). La presencia de Pi polimerizado puede
aumentar grandemente la proporcion de esta ultima fraccién.

Todo este fésforo se encuentra como fosfato 1libre o
esterificado a través de un grupo hidroxilo a una cadena carbonada
(C-0-P) como éster fosfato o bien unido a otro fosfato por un enlace
pircfosfato como en los nucleésidos di y trifosfato, pirofosfato y
polifosfatos. Los compuestos donde el fosfato se encuentra unide de
forma distinta (enlace N-P del carbamilfosfato o enlace C-P de los
fosfonatos) estédn presentes en muy pequefias cantidades.

El enlace éster fosfato asociado a grupos carboxi o enol y
especialmente en forma de enlace pirofosfato posee uma elevada
energia libre de hidrélisis y es bastante estable bajo condiciones
biolégicas de pH y temperatura. La importancia de estos ernlaces
éster fosfato y pirofosfato ricos en energia, ya ha sido comentada
anteriormente junto a sus caracteristicas energéticas. Baste con
recordar en este momento que estos enlaces se han constituido en el
proceso evolutivo como la moneda energética mas comun y que su
presencia, en una forma u otra, es continua a través de todas las
vias metabdlicas de la célula.

Hay un segundo papel del fésforo, que contrasta con el
anterior, basado en la relativa estabilidad del estado diéster
{(cuando hay dos cadenas carbonadas unidas a dos de los hidroxilos
de una molécula de fosfato). En este estado, el fosfato forma un
grupo puente que conecta dos unidades y apoya la creacion de

estructuras macromoleculares. En esta situacién, su tercer grupo
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hidroxilo permanece libre, ionizable, hidrofilico y moderadamente
acido (pKa 5).

Los compuestos celulares con fosforo pueden incluirse en 5

grupos: ADN, -ARN, fosfolipidos, ésteres .fosfato simples y fosfato

libre (Pi) o polimerizado.

El papel del foéosforo en el ADFE y ARN es formar un puente
estructural entre los desoxiribonucleétidos y ribonucleétidos,
aprovechando las propiedades del enlace fosfodiéster. Una excepcién
es el fosfato terminal de los ARNt, el cual presenta upa funcién de
transferencia de energia en el +iransporte y activacién de los

aminoacidos.

Los fosfolipidos contienen al fosfato en estado diéster. El
elemento alcohol, esterificado al fosfato, define las grandes
familias de fosfolipidos: fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina,
fosfatidilglicerol, fosfatidilinositol y fosfatidilserina. El
difosfatidilglicerol es un derivado mas complejo. Cada uno de ellos
genera una serie completa de compuestos muy diversos dependiendo de
los acidos grasos que se le unen. Asi mismo, la escision de los
fosfolipidos por accién de las diversas fosfolipasas gemera toda una
gran variedad de compuestos durante el catabolismo de los
fosfolipidos. Los fosfolipidos constituyen la base estructurai de las
membranas celulares. La presencia en su molécula de una 2zona
hidréfoba (4acidos grasos) y otra hidrofilica (grupo alcohol ¥y
fosfato) les permite por si mismos formar estructuras estables de
membrana.

Junto a los fosfolipidos de membrana, las bacterias presentan
otros derivados fosforilados en sus paredes celulares: los polimeros
de ribitol y glicerol fosfato que constituyen los &cidos teicoicos de
la matriz de la pared Gram-positiva, los azucares fosforilados

presentes en el 1lipido A y la cadena polisacaridica del
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lipopolisacarido presente en la pared Gram-negativa. En estos casos,
de nuevo el enlace fosfodiéster apoya la contruccién de complejas

estructuras macromoleculares.

Los ésteres fosfato simples en su conjunto representan gran
parte de la maquinaria metabolica celular. Fodemos identificar méas
de 50 ésteres individuales. En un listado, que no pretende ser
completo, podemos citar los 4 nucleésidos mono, di y trifosforilados,
al menos 8 nucleotidindifosfoazicares y compuestos relacionados,
unas 12 pentosas, hexosas y heptosas mono y difosfato, unos seis
poliolfosfatos, 4 triosas fosfato, el fosfoenolpiruvato, el
gliceraldehido-3-fosfato, el 6-fosfogluconato, etc. Todos estos
compuestos forman las vias metabdlicas centrales implicadas en el
metabolismo de los carbohidratos y en la transferencia de energia.

El metabolismo de los carbohidratos es esencialmente comun
considerando diferencias en los enzimas individuales © en vias
secundarias del mismo. Igualmente la tasa de carga energética que
expresa la relacién ATP/ADP/AMP es un parametro comin que puede
definir el metabolismo energético celular. El hecho de que los
mismos ésteres fosfato se encuentren en células procariotas vy
eucariotas refleja presumiblemente un temprano desarrollo evolutivo
de las funciones de estas sustancias.

El gliceraldehido-3-fosfato (G3P) es un éster fosfato simple
de gran importancia como intermediarioc metabolico de la glucolisis
y 1la gluconeogénesis, por acciéon de la gliceraldehidofosfato-
deshidrogenasa incorpora el fosfato inorgénico a su moléecula. El
metabolismo de su derivado reducido, el glicerol-3-fosfato del que
puede derivar, se halla en F. coli, bajo el control del reguléen glp,
con varios operones que son regulados negativamente por un
represor comin producto del gen gIpR(arson, 1987). El inductor es
el propio glicerol-3-fosfato que inactiva al represor. El regulén
codifica para un transportador de glicerol-3-fosfato (glpT), para un

facilitador de difusién del glicerol (gIpF), una gliceroquinasa
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citoplasmética (glpK), una fosfodiesterasa periplasmica que rinde
glicerol-3-fosfato a ©partir de glicerofosfodiéster (glIp@, una
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa aerébica (gipl?» y otra anaerébica
(g1pABC). En ausencia de glicerol-3-fosfato exégeno, el glicerol-3-
fosfato requerido para la sintesis de fosfolipidos se deriva de la
dihidroxiacetonafosfato interna por accién de la glicerol-3-fosfato
sintetasa (gps4d). Los genes del operon Ugp, implicados en la
asimilacién del glicerol-3-fosfato, no responden al control del
regulén glp, estando bajo control del metabolismo global del fésforo.
El glicerol-3-fosfato puede servir como fuente de C y energia para

muchos microorganismos, asi como de fuente alternativa de fésforo.

El Pi es la fracciéon méas simple y variable en proporcion,
cantidad y forma de presentacién, dada su capacidad de
polimerizarse. Destaca que el Pi como tal se requiere para el
mantenimiento del metabolismo celular, aunque 1la variacién en su
cantidad sugiere que mucho del Pi presente en la célula no es
requerido en el metabolismo y actia como simple reserva. Las formas
polimerizadas de fosfato inorganico requieren un comentario mas

amplio.

Los polifosfatos se definen como polimeros lineales de
ortofosfato unidos por enlances fosfoanbidro ricos en energia (el
valor de 4G2' es -9 Kcal/mol). El numero de residuos de ortofosfato
presentes en ellos es muy variable, desde 2 en la forma mas simple
(pirofosfato) hasta varios cientos o miles en los polifosfatos de
alto peso molecular. Su presencia se encuentra descrita en un gran
numero de microorganismos, siendo su metabolismo y funcion en la
célula objeto de amplias revisiones (Harold, 1966; Dawes & Senior,
1873 y Kulaev & Vagabov, 1983).

Los estudios iniciales del wmetabolismo de los polifosfatos
incidieron sobre el hecho destacado de la gran variacién en el

contenido de polifosfatos que se podia dar en la célula. Asi, se
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describieron dos fenémenos tipicos de acumulacién de polifosfatos:
la acumulacién en ausencia de crecimiento celular como consecuencia
de condiciones desfavorables para este y la acumulacién en células
en divisién como proceso normal del metabolismo. La acumulacion de
polifosfato puede suponer hasta el 20% del peso seco celular. Sin
embargo, los polifosfatos se demostraron no esenciales para la vida
de los microorganismos que los acumulaban como indicaba la
existencia de mutantes no acumuladores. En geperal, los polifosfatos
aparecian en bajo contenido durante las etapas de rapido crecimiento
celular e incrementaban su contenido bajo condiciones adversas para
el crecimiento (Harold, 1966).

La capacidad de algunos microorganismos para acumular grandes
cantidades de fésforo, en condiciones no balanceadas de crecimiento,
puede ayudar a resolver el problema de la purificacién de aguas
residuales e industriales, con altos contenidos en fésforo, a través
del desarrollo de 1la biotecnologia adecuada. De hecho, se bha
demostrado la eliminacién activa de fosfato en fangos activados con
ciclos aerobio/anaerobio por accién de poblaciones bacterianas
capaces de acumular polifosfatos (Timmerman, 1984; Halvorson et al.,
18875,

Posteriormente se inicié el estudio de los procesos implicados
en la biosintesis y degradacién de los polifosfatos, encontrandose
que los enzimas implicados en su dinamica celular pertenecian a los
grupos de las transferasas y de las hidrolasas. El primer enzima
identificado fue la polifosfato-ADP-fosfatransierasa (polifosfato
quinasa) que cataliza el proceso siguiente:

ATP + (PP)n& ADP + (PPln+n.
E1 descubrimiento de este enzima impulsoc la hipotesis de que los
polifosfatos podian actuar como fosfagenos bacterianos. Los
resultados experimentales no apoyan esta hipOtesis aunque no se
excluye la posibilidad de que los polifosfatos puedan jugar un cierto
papel como fuente de ATP en condiciones concretas. La polifosfato

quinasa actua basicamente en el sentido de sintesis de polifosfatos.
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Otro enzima implicado en la biosintesis de polifosfatos es la 1,3-
difosfoglicerato-polifosfato—fosfotransferasa. Estas  transferasas
sintetizadoras de polifosfatos han sido descritas en bacterias y
levaduras (Rao et al., 1987; Kulaev et al., 1987).

En la degradacién de los polifosfatos puede estar implicadas
numerosas actividades fosfotransferasas (quinasas especificas) y
polifosfatasas (bidrolasas imnespecificas). Entre las quinasas se
han descrito la polifosfato-AMP-fosfotransferasa, la polifosfato-
glucoquinasa, la polifosfato-fructoquinasa y la polifosfato-NAD-
fosfotransferasa (Kulaev & Vagabov, 1983). Las polifosfatasas son
hidrolasas inespecificas capaces de actuar sobre el fosforo terminal
de largas cadenas o produciendo fragmentos menores a partir de
éstas.

El metabolismo de los polifosfatos es similar en todas las
levaduras y hongos estudiados. Las fracciones mas polimerizadas se
relacionan con el control de los niveles de ATP, ADP, PPi y Pi, en el
control de la glucolisis y el flujo intracelular de iones y con la
sintesis de Acidos nucleicos (Kulaev & Vagabov, 1983). Las
fracciones menos polimerizadas localizadas en la periferia celular
se ligan al transporte de azGcares (Van Steveninck et al., 1987) y
en procesos de sintesis de compuestos de la pared celular (Kulaev et
al.,, 1987>.

El metabolismo de los polifosfatos en bacterias esta ligado al
control del nivel de ortofosfato celular y al metabolismo de los
acidos nucleicos a partir de fracciones especificas de polifosfatos
y del PPi formado durante la biosintesis de los mismos.

En el control de la concentracién intracelular de Fi los
microorganismos poseen dos grandes trampas metabdlicas: los
polifosfatos que retienen el Pi por enlaces fosfoanbidros y por
polimeros complejos de fésforo con cationes divalentes vy
aminoadcidos basicos. Segin especies concretas, cada una de estas
posibilidades puede ser usada. De igual modo, las cantidades y

fracciones de polifosfatos y su importancia en el metabolismo
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celular varian segin cada especie, dependiendo grandemente de los
factores ecolégicos (Kulaev & Vagabov, 1983).

En general los polifosfatos actian como reguladores de las
concentraciones intracelulares ‘de importantes metabolitos como los
adenin nucleétidos, el PPi y particularmente el -ortofosfato. Ademés
representan un valioso pool de fosfato activado, el cual puede ser
usado en varios procesos metabélicos como el metabolismo glucidico
y de acidos mucleicos. Las trampas metabolicas que captan el fosfato
son imprescindibles en los microorganismos que dependen totalmente
de las condiciones del medio para su supervivencia. El contenido en
fésforo de los medios naturales suele ser bajo, dada la escasa
solubilidad de los fosfatos de calcio, fuente inorgénica mas usual.
La presencia de polifosfatos permite al microorganismo depender
menos de las condiciones externas y poder iniciar en un momento
dado su crecimiento y ‘divisién sin necesidad de un largo periodo
lag, al encontrar una fuente de carbono y energia favorable y
concentraciones intracelulares de fésforo adecuadas para el
crecimiento.

Por otra parte, la estructura de los polifosfatos evita
problemas osméticos internos. Todo ello presenta a la acumulacién de
Pi en polifosfatos, como un primitivo mecanismo de homeostasis
celular que permite solventar, bajo ciertas condiciones, las
deficiencias de fésforo. Los polifosfatos aparecen, de este modo,
como una fase mas del ciclo celular de este elemento y no como un
mero almacén final (Harold, 1966). Asi, una forma ciclica de
pirofosfato descrita en metanégenos, el 2,3 ciclopirofosfoglicerato,
actua como intermediario celular implicado en la regulacién de su
metabolismo. Este compuesto es una de las formas mas originales de
acumular fosfato dentro del mundo microbiano (Roberts et al.,, 1987)>.
Esta originalidad no es nueva dentro de las bacterias metanégenas y
de las arquibacterias en general.

La revelacién del papel multifuncional de los polifosfatos en

el metabolismo del fésforo ha impulsado nuevos estudios. El papel
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de los polifosfatos y del pirofosfato en el metabolismo energético
celular ha sido estudiado con interés en diversas especies. Esta
bien establecido el uso de los polifosfatos y del pirofosfato como
fuente de energia metabdlica en  diferentes especies de
FPropionibacterium (WVood & Goss, 1985; Wood et al., 1987), Clostridium
(Cruden et al., 1983), Acinetobacter (Van Groenestijn et al., 1987) y
Entamoeba histolytica (Reeves, 1987). Por otra parte, se conoce que
el PPi se sintetiza acoplado con el transporte fotosintético de
electrones en Rhodospirillum rubrum (Baltscheffsky & Nyren, 1887).
Todos los datos relacionados con la implicacién del PPi y los
polifosfatos en reacciones donde sustituyen al ATP como fuente de
energia, tienen uma conexién final con la evolucién del metabolismo
energético y del fosforo. Se acepta que los polifosfatos sintetizados
por procesos inorganicos en la tierra primitiva, pudieron ser los
componentes mayoritarios de los sistemas energéticos de los
primeros organismos vivos. Al aumentar la importancia de los
procesos energéticos unidos a membrana, el papel biocenergético de
estos compuestos dejé paso a nuevas moléculas mas complejas que
exigen sistemas de regulacién mas complejos. Asi, en organismos
superiores los polifosfatos y el pirofosfato son muy escasos o estan
ausentes junto con los enzimas de su metabolismo. Sin embargo, en el
mundo microbiano, estas moléculas mantienen aun un cierto papel en
los procesos de fosforilacién y han tomado otras funciones en
procesos de regulacion y homeostasis celular, funciones que fueron
asumidas por otros metabolitos més complejos en los organismos

superiores.

El estudio de las vias metabélicas de un compuesto particular
suele realizarse iras suplir dicho compuesto en forma radiactiva, en
experiencias de pulsos de marcaje. De forma muy general, se aprecia
que la incorporacién del Pi se realiza inicialmente y a tasas mucho

mayores en las fracciones mas labiles de fosfoésteres (nucleotidos y
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fosfoazucares). La incorporaciéon posterior se realiza al ARN y

fosfolipidos, incorporéndose posteriormente al ADN (Bieleski, 1968).

El modelo de esquema 1 representa un intento de esquematizar
el metabolismo- integral del fésforo y de los enzimas implicados en
su movilizacion celular dentro de 5. cerevisiae, el microorganismo
donde la dinédmica del fésforo, quizads, sea mejor comocida. Este
metabolismo implica a cinco enzimas principales en su adquisicién e
integracion metabélica: una fosfatasa acida exocelular, una fosfato
permeasa, una polifosfato quinasa, una fosfatasa alcalina y una
polifosfatasa vacuolar. Estos enzimas regulan 1la concentracion
intracelular de Pi por umna via ciclica de sintesis y degradacién de
polifosfatos, siendo este ciclo de gran importancia en la
homeostasis global de la célula. En condiciones no limitantes de Pi,
los enzimas alteran 1los niveles de polifosfatos segin los
requerimiemtos celulares, equilibrando los niveles de Pi, ADP y ATP.
En ausencia de fosfato se activan dos fuentes precursoras de Pi: una
interna por degradacién de las reservas de polifosfatos, gracias a
la accién de la fosfatasa alcalina y la polifosfatasa, y otra externa
por accién de la fosfatasa acida exocelular que incorpora fosfato de

sustratos externos a la célula (Bostian et al., 1983).
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Genes reguladores |
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de Pi exégeno de Pi endégeno

Esquema 1. Modelo del metabolismo del fosforo y de los enzimas
implicados en su movilizacién celular en Saccharomyces cerevisiae

(segin Bostian et al., 1983),
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La compartimentacién de las cinco {racciones del fésforo
celular difiere segin consideremos a los microorganismos eucariotas
(levaduras y hongos micelares) o procarictas.

En eucariotas el ADN se localiza mayoritariamente en el
nucleo, con una fraccién menor en sus mitocondrias. El ARN en sus
distintas formas se sitbéa en los dos compartimentos principales de
la célula: niGcleo y citoplasma. Los fosfolipidos se distribuyen en
todo el conjunto de membranas celulares. La situacién citoplasmatica
de los ésteres fosfato simples es muy diversa segun sus diferentes
papeles. Esta situacién es logica dada su presencia en muchas vias
metabélicas. De hecho una misma especie se presenta en la via
anabélica y catabolica que pueden situarse en puntos distintos de la
célula.

El Pi mantiene, en levaduras, dos compartimentos bien
diferenciados segin su papel ep el metabolismo: la fraccion
requerida para la sintesis de los ésteres fosfato (fracciom
metabélica, 5-15%) que se sitva en el citoplasma, mientras gque la
fraccién no metabdlica (85-95%) se localiza en forma de polifosfatos
de reserva en las vacuolas. El Pi es almacenado en las vacuolas por
sistemas de <transporte especificos del tonoplasto. Las vacuolas
acumulan el Pi como polifosfatos junto a otros iones como Na™, K+,
Mgr=, Mn*= y Ca**, ademads de algunos aminoacidos basicos como la
arginina, lisina y ornitina (Ckorokov et al.,, 1880). Las vacuoias
actian regulando la concentracion en el citoplasma de estos iones.
La capacidad de estos iones para cambiar las actividades de
DUmerosos enzimas conlleva que las concentraciones intracelulares de
estos pueden servir como eficientes mecanismose de regulacion
metabolica. Los cambios en el contenido iénico celular ocurren &
expensas de la fraccién vacuolar no metabélica y no por cambios de
la fraccién citosélica, lo que permite mantener relativamente estable
el ambiente citoplasmatico (Lichko et al., 1982). Los polifosfatos

pueden localizarse también en la pared celular de las levaduras,

)]
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ligados a procesos de transporte y sintesis de componentes de la
misma (Kulaev & Vagabov, 1983).

En procariotas el ADN se identifica con el cromosoma
bacteriano. El ARN, en sus diversas formas, se puede hallar
distribuido por todo el citoplasma, especialmente en los ribosomas.
Los fosfolipidos se sitian en las envueltas celulares: pared y
membrana celular. Los ésteres de fosfato simples también los
podemos encontrar en todo el citoplasma, con unas caracteristicas
similares a las comentadas para las células eucariotas. El Pi y el
PPi pueden situarse en todos los puntos donde su presencia sea
requerida por la maquinaria metabdélica. Los polifosfatos pueden
presentarse en grandes cantidades agrupados en cuerpos de inclusion
préximos al nucleoplasma O en asociaciones mas dispersas sobre
fibrillas del ADN o en la periferia celular asociados a otros

inclusiones citoplasméticas (Allen, 1984; Harold, 1966).

Globalmente el comportamiento del fésforo en la célula se
mueve en una linea que podriamos calificar de conservativa. Este
hecho es justificado peor la importancia de este elemento en tres
procesos basicos de la vida: autorreproduccién (ADN), mantenimiento
de la propia integridad ante el medio (fosfolipidos) y mantenimiento
del propio orden interno frente al omnipresente segundo principio de

termodinémica (ésteres fosfato simple).
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2.4 Respuestas fisiolégicas a la limitaciém de fosfato

Las condiciones de limitacién de fosfato son comunes en los
ecosistemas naturales. El fosfato es un factor limitante del
crecimiento de muchos microorganismos debido a que sus fuentes
naturales de nutrientes lo presentan en forma de sales insolubles.

51 aceptamos que estas condiciones de limitacién son
importantes en el medio natural, entonces debemos esperar que se
baya producido, en el curso evolutive, una fuerte presién de
seleccién hacia organismos con mecanismos que les permitan
acomodarse a estas condiciones. El principal objetivo de estos
mecanismos debe dirigirse a conseguir un crecimiento lo mas rapido
posible en un medio con nutrientes muy limitados. Estos mecanismos
pueden incluir tres tipos de respuestas: i) aumentar la tasa de
transporte del nutriente, sintetizando mas transportadores y/o
nuevos transportadores de mayor afinidad, ii) aumentar la tasa
metabbélica del nutriente intracelular por remocion de sus reservas y
extracelular por la aparicién de nuevas proteinas con mayor afinidad
por él, iii) cambios en la composicién quimica celular por
reordenacién de los flujos del metabolito limitante, permitiendo um
aprovechamiento mas estricto del mismo (Harder & Dijkhuizen, 1883).

Dentro de la primera estrategia cabe incluir la aparicion de
sistemas de transporte especificos del Pi y otras moléeculas
fosforiladas, comentados anteriormente.

Ejemplos del segundo punto lo constituyen la movilizacion de
las reservacs internas de fosfato, la aparicion de todo un conjunto
de nuevas proteinas que permiten un mejor aprovechamineto de fuentes
menores de fosfato y el incremento de la degradacion de ciertas
proteinas ribosémicas inestables por la falta de Pi  Uobn &
Goldberg, 1980). Todo ello revela wuna profunda reordenacion
molecular como respuesta a la limitacién, incrementanda la

resistencia celular al medio limitante (Groat et al.,, 1986).
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Los cambios de composicién en las envueltas celulares son una
respuesta del tercer tipo. Asi, el crecimiento en medios limitados de
Pi provoca la aparicién de é&cidos teicurémnicos en Bacillus subtilis
(Lang et al.,, 1982) y lipidos acidicos en Pseudomonas fluprescens
(Dorrer & Teuber, 1977). Estos compuestos sustituyen a los &acidos
teicoicos y fosfolipidos, respectivamente, reduciendo
considerablemente los requerimientos de fésforo.

En realidad no es facil separar estas respuestas entre si,
dado que la limitacién de fosfato provoca muchos cambios en 1la
fisiologia celular, cambios que, por acuerdo, han sido denominados
respuesta al fosfato. Asi, en E. coli la limitacién de Pi afecta a la
sintesis del lipopolisacarido rico en fésforo, este se hace més corto
a la vez que contiene menor carga negativa debida al fosfato. De
este modo, las fuentes de Pi del 'medio - encuentran menos
impedimentos estéricos en su aproximacién a la porina PhoE
(Korteland & Lugtenberg, 1984).

Junto a las respuestas fisiolégicas a la limitacién de este
nutriente, caben mencionar los efectos de su deficiencia y su accién
sobre el metabolismo secundario. Los efectos de su deficiencia han
sido ampliamente estudiados en las cianobacterias. El crecimiento de
estos microorganismos en medios limitados en fésforo provoca una
disminucion de los niveles de reservas de fosfato y del contenido
celular de acidos nucleicos, proteinas y clorofila a. En el
metabolismo se aprecia un descenso en la tasa de fotosintesis y um
aumento de la tasa de asimilacién de Pi. También se producen
variaciones morfoléogicas como la desaparicién de las inclusiones de
polifosfatos y las vacuolas de gas; los tilacoides sufren un proceso
de expansion (Healey, 1982).

El fosfato es un nutriente esencial en la produccién de muchos
metabolitos secundarios (alcaloides, giberelinas y antibiéticos). En
general, las altas concentraciones de fosfato inorganico impiden la

sintesis de numerosos antibiéticos, probablemente por inhibicién de
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fosfatasas especificas para la sintesis de la forma activa del mismo
o por la estimulacién del metabolismo primario que a su vez impide
la puesta en marcha de los procesos secundarios del metabolismo
(Martin & Demain, 1980).

El fosfato puede afectar a la produccién de las fosfatasas.
Estos enzimas permiten el uso de fuentes organicas de fésfaro
presentes en el medio que rodea a la ceélula. Su localizacién
extracelular o en las envueltas celulares les permite actuar sobre
sustratos que no tienen facil entrada a la célula y es acorde con su
papel en la estrategia de captacién de fuentes alternativas de
fostforo.

El control por parte del Pi de la produccion de metabolitos
secundarios como los antibiéticos y de enzimas adaptativos como las
fosfatasas, que aseguran fuentes alterpativas de un nutriente
esencial, son hechos que podrian tener una cierta importancia en la
supervivencia microbiana frente a la presién de seleccién ejercida
por los ©procesos de competencia establecidos entre los

microorganismos del suelo.
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3. EL REGULORK PHO

Las propiedades de cualquier célula bacteriana estan
determinadas en Gltima instancia por las caracteristicas de su
genomio. Este porta toda la informacién necesaria para que un
organismo se constituya en una unidad funcional y estructural y
también le proporciona su potencial de respuestas a los cambios del
medio. Los microorganismos tienen una capacidad limitada de
controlar su medio, por ello, ante cambios de él, responden con
cambios propios.

Obviamente, los cambios en la fisioclogia celular provocados
por la escasez de Pi tienen una base genética. Para enfremtarse a la
limitacién de fosfato, bacterias como E. coli han desarrollado un
complejo sistema regulador que 1les permite la asimilacién del
fésforo con gran eficacia. Este sistema se conoce como regulén pho.
Nuestras expectativas de encontrar microorganimos adaptados a la

limitacion de fésforo no quedan defraudadas.

La comprensién del control molecular del sistema de genes
regulados por el fosfato depende del analisis de mutantes y de las
herramientas genéticas disponibles para su manipulacién y estudio.
Dentro del mundo bacteriano, es en E. coli donde mas se ha trabajado
sobre la regulacién de estos genes. El estudio de las interacciones
reguladoras, dentro del sistema de genes del fosfato (regulén pho)
de E. coli, ha puesto de manifiesto que puede ser importante para la
céiula mantener un balance o equilibrio del fosfato, similar al
balance de C, N y energia. Tal balance podria estar relacionado con
el metabolismo energético, dado el importante papel biclégico de los
enlaces fosfato ricos en energia. Este concepto de equilibrio esta
también apoyado por la forma de regulacion de los genes dentro del

reguion del fosfato (Wanner, 1987a).
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Hasta hace pocos afios E, coli habia acaparado todos los
estudios en relacién al regulén pho. La riqueza y complejidad de los
resultados obtenidos en el colibacilo, bhan animado el inicio de
estudios similares en otras bacterias. Este nuevo impulso permitira
conocer los mecanismos de regulacién de estas y contemplar en qué
medida los resultados obtenidos en el colibacilo son generalizables
a otros microorganismos. Sin embargo, bhasta el momento es
comparativamente escasa la informacién que se posee sobre otras

bacterias Gram positivas y negativas.

Situacién similar se presenta dentro de los microorganismos
eucariéticos, donde &. cerevisiae acapara los estudios, siendo en
esta levadura donde mejor estad estudiado el metabolismo del fésforo

y su regulacién (Halvorson & Nakata, 1987).

Bajo condiciones de suficiencia de Pi, esta molécula difunde a
través de las porinas Omp C y Omp F de su membrana externa, siendo
reconocida por el sistema de transporte del fosfato imorganico
(Pit’), el cual se encarga de su transporte hasta el citoplasma., En
estas condiciones el colibacilo puede incluso almacenar foésforo en
forma de granulos de polifosfato.

En condiciones de limitacién de Pi, E. coli ha desarrollado un
sistema de emergencia. Este sistema se conoce como regulon pho, que
consta de un gran numero de genes. Aparentemente este es el precio
que E. coli paga por su capacidad de recoger trazas de fuentes
Gtiles de fésforo de su medio circundante.

Los genes del regulén pho estan dispersos en su cromosoma ¥
sus productos se pueden encontrar en todos los compartimentos
celulares. En las condiciones de limitacién de Pi, varias proteinas

juegan un importante papel en su asimilacion.
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El Pi y otros solutos fosforilados son reconocidos por 1la
porina Pho E de la membrana externa, que facilita su difusién hacia
el periplasma con una eficacia 6-8 veces mayor que las porinas Omp
C y Omp F. El Pi es ligado a una proteina de unién periplasmica y
transportado a través de la membrana celular por un sistema
especifico (Pst). La asimilacién de bajas concentraciones de
glicerol-3-fosfato es mediada por una proteina de unién especifica y
por un transportador de membrana de alta afinidad para este
sustrato (Ugp). La presencia de la porina Pho E facilita el paso de
polifosfatos lineales a través de la membrana externa. La fosfatasa
alcalina periplasmica despolimeriza esta fuente de fésforo,
produciendo Pi que es transportado por el sistema Pst.

La sintesis inducida de fosfatasa alcalina de E. coli es un
ejemplo clasico de expresiom génica regulada fisiolégicamente. La
tasa de sintesis en condiciones de limitacion de fosfato aumenta mas
de 1000 veces, llegando a suponer hasta el 6% del total de proteina
sintetizada por la célula.

El fésforo de moléculas como el 5'-AMP, 3'-AMP y AMPc es
hidrolizado por una nucleotidasa y una 2'3'-fosfodiesterasa antes de

su transporte por el sistema Pst.

Todos estos sistemas de asimilacién inducidos por la falta de
Pi tienen en comin la necesidad de expresién del gen regulador phoB
(Gottesman, 1984).E1 fosforo es un elemento esencial para la céiula,
este hecho queda reflejado en que el sistema regulador pho esta
compuesto por mas de 20 promotores regulados por el Pi, 10 genes
reguladores y 2 sistemas de transporte para el Pi. Un modelo de
regulacién del regulén pho se presenta en el esquema 2.

La regulacién es extremadamente compleja e implica al menos a
4 genes: phoB, phoR, phoU y phoN (Vanner & Chang, 1987; Vanner,
1987b; Vanner et al.,, 1988; Surim et al., 1986). Los genes del regulén
pho pueden ser caracterizados por tres hechos: i) la expresién de

varios gemes pho o psi es inducible por limitacién de Pi, aunque
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también son inducidos por otras condiciones fisiolégicas
desfavorables; ii) algunas protéinas de genes pho estan implicadas
en el transporte de Pi o de compuestos fosforilados (Pst, Pit, Ugpi,
UgpB, PhoE, PhoA); 1ii) otros genes-tienen papeles reguladores muy
diversos segin condiciones concretas que afectan a sus promotores
(phoB, phoR, phoU, phoM, phoF, phoG, phoH, himA, cya, crp, lom.

Es importante destacar que existen genes regulados por la
concentracién de Pi no dependientes de phoB. Asi, la aminopeptidasa
¥, tres polifosfatasas de la cara externa de la membrana celular vy
una fosfatasa acida de pH é6ptimo 2,5 son proteinas inducibles por la
escasez de Pi que no requieren la expresion de phoB. Por otra parte,
se reconoce que diversos promotores regulados por el fosfato son
también altamente inducibles por otros agentes (promotores psi).
Estos promotores no son inducidos por la falta de S y su funcién
es aun desconocida; podrian reflejar una respuesta secundaria a la
limitacién de fosforo (Lugtenberg, 1987).

El regulén pho se compone de varios promotores regulados
coordinadamente, aunque la regulacién individual difiere. Esto
sugiere que genes relacionados pueden reunirse en regulones mas que
en operones, para permitir asi un conirol independiente de su
expresién. De este modo, los promotores individuales pueden ser
regulados por controles separados y solapados. Estos sistemas de
control general pueden afectar simultadneamente a su propio sistema y
a otros sistemas, imbricandose varias redes de control general en la

regulaciéon del crecimiento y divisiém celular (Vanner, 1987c).
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Genes sensores *Genes que ‘controlan Genes gque requieren
del nivel de Pi la expresiéon de phoB phoB
phoS Y phoR—>phoR-*Y" - Promotores Psi
phoE
pholl Pi phoM—»pho¥ —— phoB-»phoB —» phod
/ \\‘ phoS
pst X phoR-»phoR-"X" ugpA
ugpB

Esquema 2. Esquema de regulaciéon del regulén pho en Escherichia coli

(segin Rao et al., 1986).
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Salmonella typhimurium

El control del metabolismo del fosfato en esta y otras
enterobacterias :es atn poco conocido. Los estudios iniciales
permitieron conocer que las -especies de Salmonella no presentan
normalmente fosfatasa alcalina, aunque el gen phod de E. coli
transferido por conjugacién es regulado por limitacién de Pi em S
typhimurium. Si se han detectado dos formas distintas de fosfatasa
acida inespecificas y tres fosfodiesterasas diferentes, asi mismo se
conocen y a varios genes reguladores que son afectados de modo
diverso por la limitacién de Pi. Los resultados iniciales sugieren
una gran variedad en los circuitos de control que regulan la
respuesta a la limitacién de Pi, con diferentes genes respondiendo a

esta limitacién en momentos diferentes (Foster & Spector, 1986).

Fseudomonas aeruginosa

En P. aeruginosa los genes regulados por la limitacion de Pi
incluyen una  porina (proteina P), una fosfatasa alcalina
periplasmica, dos hemolisinas y una proteina periplasmica de union
al fosfato, en un procesc de respuesta similar al descrito en E.
coli. Estos genes estructurales podrian constituir un regulon pho

similar al descrito en el colibacilo (Pritchard & Vasii, 1986).

k i bz iQ pﬂl themnz Y t ig;uﬁ

La limitacién de Pi en V. parabaemolyticus induce la
produccién de una proteina de membrana externa, OmpP, que actiua como
porina que facilita la entrada de fosfato a la célula. Otras
proteinas inducidas son una fosfatasa alcalina, una hemolisina y una
fosfolipasa tipo C. Los genes reguladores aislados en esta especie
muestran una alta analogia con los de E. coli, aunque su organizacion
parece algo diferente (McCarter & Silverman, 1987).

Todos estos genes y sus productos actuan cooperativamente
para obtener fuentes alternativas de fosfato en el medio marino

donde se desarrolla esta especie. Asi, la hemolisina actia como una
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citolisina que provoca la lisis de pequefios organismos marinos. La
lisis provoca la liberacién del contenido celular. La fosfolipasa C
hidroliza los fosfolipidos 1liberando fosforilcolina, sustrato uotil
para la fosfatasa. Esta también puede actuar sobre otras moléculas

fosforiladas liberadas de las células lisadas.

Bacillus

Tan solo en dos especies del género Bacillus, entre las
bacterias Gram-positivas, conocemos algo de su regulén pho. B.
licheniformis posee al menos dos genes estructurales distintos para
su fosfatasa alcalina: el AFasal, dependiente de ARN polimerasa o=¢
(expresado durante el crecimiento vegetativo) y el AFasall,
dependiente de ARN polimerasa o¢=7 (expresado durante la
esporulacién) (Hulett, 1987).

B, subtilis produce, durante su crecimiento vegetativo en
condiciones de limitacién de Pi, una fosfatasa alcalina y una
fosfodiesterasa. Otras dos actividades fosfatasa se producen durante
la esporulacién. El1 gen regulador de las actividades inducidas por
limitacién de Pi, phoP, presenta una elevada homologia con el gen

phoB de E. coli (Seki et al., 1687).

5. cerevisiae posee dos especies de fosfatasa acida exocelular:
una no reprimible por Pi y codificada por FHO3 y otra si reprimible
(rAP) que es codificada por tres genes (FHO5, FPHO10, FHOl1l). También
existen dos formas alcalinas: una especifica del p-nitrofenilfosfato
codificada por FHO13 y otra inespecifica reprimible por Pi (rALP)
codificada por PHO8. Asi mismo, se han descrito dos sistemas de
transporte para el Pi, uno de ellos reprimido por esta misma

molécula y codificado por FPHO84 (Lemire et al., 1985),
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El esquema propuesto para el regulén FHOU de 5. cerevisiae era
un modelo de regulacién jerarquica que implicaba al menos a 8 genes
(Oshima, 1982). La expresién de FHO3 requiere dos genes adicionales
(PHO6, PHO7). La -expresi6én de la rAP, rALP y del sistema de
transporte de Pi implica a seis genes (PHO2, FHO4, FH0OS9, FHO80,
PHO81, FHOB5) en respuesta a la seflal de limitacién de Pi. EL modelo
propone que un factor positivo codificado por FHO4 es indispensable
para la transcripcién de los genes estructurales. En presencia de Pi,
un complejo negativo producto de los genes PHO80 y FHO85 impide la
accién del factor positivo. En ausencia de Pi, un mediador producto
del gen PHO81 se une al factor negativo y evita su unién al factor
positivo. Ademas, FHO4 requiere para su accién interaccionar con los
productos del gen PHOZ o de FHOS.

Este modelo ha sido modificado al conocerse que FHOZ2, FHO4 y
FHOB(C se transcriben constitutivamente a bajo nivel, y que FHO85 no
codifica para un factor negativo sino para una sefial necesaria en la
expresiéon de FHO80. La transcripcién de PHO81 esta bajo control del
Pi a traves de FHO4, FHO80 y el propio FHO81 (Esquema 3). Todo ello
indica que el sistema regulador es un circuito cerrado (como el
sistema GAL de la misma S. cerevisiae) y no un sistema jerérquico
abierto. En el modelo abierto el Pi interactuaria con el producto de
FHO81, en el nuevo modelo es posible especular que el Pi imhibe la
accién del factor positivo o del mediador o de ambos o incluso

estimular al factor negativo (Toshida et al., 1987,

Yeurgspora crassa

En N. crassa la limitacién de fésforo provoca la sintesis y
secrecién al medio de una fosfatasa éacida y otra alcalims,
dosnucleasas, una 5'-nucleotidasa, dos ribonucleasas N+ y Na) y
tres formas distintas de fosfodiesterasas ciclicas. También se ha
descrito un sistema de transporte de alta afinidad para el Pi que es

inducible bajo su limitacion. Existen ademas una fosfatasa alcalina

[a 2}
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y una fosfodiesterasa constitutivas ligadas a las células (Furukawa
et al.,, 1987). Todo este conjunto de enzimas permite el usoc de
fuentes organicas de foésforo. En concreto, N.crassa es capaz de
degradar eficientemente el ARN. E1 ARNK puede servir también como
fuente alternativa de N. Asi, se conoce que la fosfatasa acida y la
ribonucleasa N. son desreprimidas tanto por limitaciéon de N como de
P, estando bajo el control de ambos sistemas reguladores (Grove &
Marzluf, 1980; Lindberg & Drucker, 1984).

Sobre la base de interacciones de epistasia y dominancia de
los alelos mutantes de los tres gemes implicados en el control del
metabolismo del fésforo (preg*, nuc-1* y nuc-2") se ha propuesto
un modelo jerarguico de relacién entre ellos. El gen nuc-1" se
requiere para la expresiéon de los genes estructurales, preg™
antagoniza con la accion de nuc-1* , puc-2* interfiere con la
actividad de preg* y el fosfato o un derivado evita la accion de

nuc-2* (Mann et al.,, 1988).
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Esquema 3. Modelo de regulacién del regulon pho en Saccharomyces
cerevisiae. E1 esquema presenta solo los genes estructurales de las

fosfatasas reprimibles (segun Toshida et al., 1987,,
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4, LA RUPTURA DEL ENLACE ESTER FOSFATO

4.1 Introduccion

Las fosfatasas se definen como enzimas que catalizan la
hidrélisis de ésteres de &cido fosférico. Las hidrolasas de los
anhidridos de acido fosférico se conocen como polifosfatasas (E.C.
3.6) y poseen propiedades distintas, si bien, algunas fosfatasas
pueden actuar sobre estos anhidridos.

Los fosfomonoésteres y fosfodiésteres son los dos tipos de
ésteres fosféricos presentes en la célula. Estos sustratos son punto
de accién de dos tipos distintos de enzimas, las fosfomonoesterasas
(E.C. 3.1.3) y las fosfodiesterasas (E.C. 3.1.4). Este criterio de
clasificacién permite separar en dos grandes grupos a las
fosfatasas.

Asi mismo, las fosfomonoesterasas pueden dividirse, de acuerdo
a su especificidad de sustrato, en fosfomonoesterasas no especificas
y fosfomonoesterasas especificas. El primer grupo, a su vez, se
divide en fosfomonoesterasas no especificas con pH éptimo alcalino y
fosfomonoesterasas no especificas con pH 6ptimo 4acido. Esta ultima
divisién se realiza de acuerdo con el pH o6ptimo observado para el
enzima, si bien, el comportamiento de estos dos tipos de enzimas es
similar en otras propiedades.

Por otra parte, las fosfodiesterasas se agrupan en dos
grandes grupos: las que hidrolizan a 1los Acidos nucleicos y
derivados <(nucleasas) y las que actian sobre fosfolipidos y
derivados (lipofosfodiesterasas).

La bibliografia usual denomina fosfatasa 4cida a 1la
fosfomonoesterasa no especifica con pH optimo acido (E.C. 3.1.3.1) y
fosfatasa alcalina a la fosfomonoesterasa no especifica con pH
optimo alcalino (E.C. 3.1.3.2). Estos enzimas son capaces de actuar
sobre un amplio numerc de sustratos, aunque lo hagan con velocidades

ampliamente diferenciadas. Esta propiedad contrasta con la elevada
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especificidad mostrada por las fosfomonoesterasas especificas
(E.C.3.1.3.8, 3.1.3.4, etc.).

la falta de especificidad de las fosfatasas &cida y alcalina
sugiere que solo el grupo fosforilado de sus sustratos participa
esencialmente en la reaccién. Por ello, las consideraciones acerca de
los factores que ‘debilitan o rompen el enlace éster fosférico en
sistemas no enzimdticos, han sido de interés en el estudio de 1los

centros activos de estos enzimas.

La hidrélisis no enzimatica de los fosfomonoésteres simples y
de muchos fosfomonoésteres sustituidos por solvolisis con agua a pH
acido, implica la ruptura del enlace oxigeno-fésforo en la estructura
C-0-P. En condiciones de alcalinidad la hidrélisis por agua de esta
estructura se realiza a nivel del enlace C-0. La hidrélisis no
enzimatica puede también verse afectada por sustituyentes de 1la
mitad organica y por la ionizacién del grupo fosforilado, aunque

responde siempre a estas dos posibilidades (Schmidt & Laskowski,
19610,

La fosfatasa acida y alcalina estan ampliamente presentes en
el mundo de los microorganismos. Su presencia y accién estan
intimamente ligadas al metabolismo del fésforo. Como se comentd en
Su momento, la limitacién de fuentes de fésforo origina la aparicién
de nuevas proteinas que permiten un mejor aprovechamiento de las
fuentes de este nutriente. Las necesidades de fésforo pueden ser
cubiertas a través de dos estrategias: i) la presencia de sistemas
de asimilacién y transporte de Pi, ii) 1la presencia de fosfatasas
que permiten el uso de los fosfatos organicos como fuente
alternativa de este nutriente. Asi, y como hemos comentado con
anterioridad, estos enzimas se encuentran bajo el control del
metabolismo general del fésforo.

Cualquier intento de revisién de las propiedades y

caracteristicas de las fosfatasacs presentes en microorganismos,
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rebasaria los objetivos de esta introduccién y las posibilidades
reales disponibles para ello. Por tanto, nos limitaremos a comentar
las propiedades generales comunes de las fosfatasas, asi como
algunas propiedades especificas de la forma acida y alcalina. El
estudio de las propiedades y caracteristicas concretas sera aplazado
basta el capitulo de discusién, -donde se comentaran a modo de
comparacion con los resultados obtenidos en esta memoria. La simple
enumeracién de referencias bibliograficas sobre especies, donde se
han descritc estas actividades enzimaticas, ademas de necesariamente
incompleta, no tiene objetivo alguno en si mismo, sobre todo,
considerando que los datos y comentarios aportados en la posterior
discusién pueden por si solos dar una idea del gran numero de
trabajos y referencias existentes sobre el tema en la bibliografia

consultada.

4.2 Propiedades de las fosfatasas acida y alcalina

La accién de todas las fosfomonoesterasas estudiadas implica
la ruptura del emnlace P-O en forma similar a la solvolisis no
enzimética en medio acido, como se ha comprobado en estudios con
Ore,

La reaccién seria: R-0-P + H=0'®3 R-0-H + P-0O'¢-~H.

El esquema del proceso enzimatico es:

EH + R~-O-P ¢ EH.ROP & EP + ROH =2 EP + H=0 =# EH + Pi.

El representa al enzima y EH.ROP al complejo de Michaelis. Se han
aislado formas del enzima unidas covalentemente al centro activo del
enzima (EP), si bien, el complejo de Michaelis es mas estable y 1la
etapa de hidrélisis del complejo EP es muy rapida, por lo que
resulta dificil de aislar esta forma. La unién del fosfato P) al
enzima se realiza por un resto de serina o tirosina. La reaccién

final resultante es: ROP + Hz=0 = Pi + ROH.
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las fosfatasas poseen, junto a su actividad hidrolasa, una

actividad fosfotransferasa que exhibe una mayor especificidad que la
actividad hidrolasa. Este proceso ocurre en presencia de altas
concentraciones de alcoholes que actVan como aceplores alternativos
del grupo fosfato, asi: R-O-P + R'-OH 3 R'-0O-F + R-OH.
El Tris y otros alcoholes dihidroxilo o aminados son los mejores
aceptores para la reaccién de transfosforilacién, comportandose como
aceptores del Pi con una eficacia 100 veces mayor que el agua. Esta
reaccién es bastante independiente del pH y puede llegar a ser hasta
un 90% de la propia reaccién de hidrolisis, si bien, los valores
usuales se situan en un 8-50%. La presencia de estos alcoholes puede
también aumentar la tasa de hidrélisis de los sustratos (Hollander,
1971). La discriminacién del agua como aceptor del Pi frente a otros
alcoholes presentes a mucha menor concentracion, parece indicar la
naturaleza poco hidrofilica del centro activo de estos enzimas
(Fernley, 1971).

Las diferencias bésicas entre los dos tipos de enzimas
trasciende a la mera consideracién del pH oOptimo. Asi, las
fosfatasas &cidas no hidrolizan monoésteres-S-sustituidos pero si
monoésteres-O-sustituidos, mientras que, las fosfatasas alcalinas
actuan sobre ambos. Esto sugiere que la forma é&cida requiere una
unién especifica al O, que no puede ser sustituido por el S; union
que no es requerida por las formas alcalinas (Hollander, 1971).

Ambos tipos de fosfatasas actian sobre una amplia gama de
fosfomonoésteres de alcoholes alifdticos primarios y secundarios,
alcoholes ciclicos, de azucares, fenples y aminas. También pueden
actuar en casos concretos sobre fosfomono, di y trinucledtidos,
polifosfatos, fosfopéptidos y  fosfoproteinas  (Schmidt, 1961;
Stadtman, 1961). Aunque la especificidad respecto al radical organico
de la molécula es muy baja, si existe alta especificidad en relaciom
a la porcién inorgénica. Los ésteres de sulfato no son hidrolizados,
ni tampoco 1los fosfodiésteres. Dada la gran variabilidad de

sustratos que son aceptados, es dificil de imaginar un centro activo

~3
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rigido, pareciendo que el modo de interaccién de cada sustrato seria
dependiente de la naturaleza particular del radical organico unido al
fosfato (Fernley, 1671).

Los agentes alquilantes no afectan a la actividad, lo que
indica que esta no depende de grupos -SH libres, como es propio de
enzimas inespecificos (Stadtman, 1961).

El pH optimo de accién de cada enzima depende de 1la
naturaleza del sustrato, de su concentracion, de la concentracién de
enzima, de la presencia de cofactores metalicos y del tipo de tampén
usado. Asi, al aumentar el pK del sustrato los pHs 6ptimos son mas
neutros, la velocidad es menor y la Km aumenta. Al incrementar la
concentracién de sustrato el pH éptimo es mayor, y el incremento de
la fuerza iénica produce un aumento en la velocidad y una
disminucién en la Km para el sustrato. El aumento del pH incrementa
la Km y disminuye la velocidad méaxima de reaccién. Particularmente
importantes son las relaciones actividad-pH-concentracién de
sustrato. Por ello, en 1los estudios cinéticos deben definirse
explicitamente las condiciones de ensayo, siendo los parametros
estudiados vélidos sélo para cada condicién particular de estudio,
especialmente en formas no puras de los enzimas (Fernley, 1971).

las fosfatasas &cida y alcalina se han descritc como
metaloenzimas que requieren la presencia de cofactores metalicos. El
requerimiento de Zn**¥ para la fosfatasa alcalina de E. coli es el
caso mejor estudiado (Reid & Vilson, 1971). Sin embargo, en muchos
casos la cinética de activacién por Zn** es compleja y poco
repetitiva. la activacién por Mg*'® resulta menor pero mas
reproducible. Los iones Mn** y Co** se han descrito en ocasiones
como activadores leves. Otros muchos cationes se describen como
inhibidores en mayor o menor medida, por ejemplo el Fe*®, Cu*®,
Ca™=, Be™, Niv=#, Cd™#, etc. Algunos aminoacidos pueden actuar como
activadores débiles al quelar algunos iones téxicos del medio, si
bien, a altas concentraciones son inhibidores. Los agentes quelantes

mas efectivos, como el EDTA, son inhibidores al retirar a los
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cofactores necesarios. En general, los agentes quelantes afectan en
menor grado a las fosfatasas &cidas (Hollander, 1971).

El fosfato y el arseniato son inhibidores competitivos de
estos enzimas al actuar como sustratos para ellas. EL caracter de
inhibidor competitivo del fosfato determina la necesidad de que no
mas de un 10% de los sustratos utilizados sean degradados durante
los estudios cinéticos, dada la posibilidad de obtenmer resultados
alterados por esta inhibicién. Las altas concentraciones de sustrato
también pueden causar inhibicién por unién de varias moléculas de
sustrato al centro activo.

Las fosfatasas responden a la cinética de Michaelis-Menten y
su mecanismo de reaccién mas simplificado puede representarse como:

A P Q
E $_ t 1 E
(E8) (EQ)
(EPQ)

donde E es el enzima, A es el sustrato, P el producto alcohol (o

fenol) y Q es el fosfato. Esta reaccion responde a un mecanismo Uni-
Bi ordenado, segun la nomeclatura de Cleland (1963). Este mecanismo
predice que P actuaria como un inhibidor lineal no competitivo y que

Q actuaria como un inhibidor lineal competitivo.

Las fosfatasas alcalinas dependen de un pH alto para su
actividad, normalmente entre 8,4 y 9,4. Suelen ser estabies a pH
neutro o alcalino, inactivandose mas rapidamente a pH acido.

El centro activo de estos enzimas ha sido conservado en la
escala evolutiva. Asi, en la fosfatasa alcalina de E. coli y en la de
placenta humana, la secuencia es idéntica: Asp-Ser-Ala. Esta
secuencia es comun a otras hidrolasas. La composicion global por
grupos de aminoacidos es muy similar en la fosfatasa alcalina de E.
coli y de intestino bumano (21 % de aminoacidos acidos, 51 % no
hidrofilicos, 15-17 % hidrofilicos y 12-14 % basicos) (Fernley,
19710,
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Aunque las fosfatasas alcalinas presenten un resto de serina
en su centro activo, el diisopropilfluorofosfato tiene un efecto
inhibidor menor que en otras hidrolasas y esterasas con la misma
caracteristica. Un inhibidor no competitivo bien caracterizado de
estos enzimas es la L-fenilalanina, que evita la ruptura del complejo
Enzima-Pi (Stadtman, 1961).

La energia de activacién de la ruptura enzimatica de algunos
sustratos se sitva en las 10.000 calorias/mol, frente a valores ires
veces superiores en la hidrélisis no enzimética. La velocidad de
reaccion es del orden de 10¥-10'% veces superior a la hidrélisis no

enzimatica (Fernley, 1971).

Las fosfatasas acidas presentan un pH éptimo entre 4 y 6,
aunque existen descritos valores mas acidos y también mas proximos
a la neutralidad.

Se han descrito dos inhibidores caracteristicos de esta
actividad, el fluoruro y el Acido D(+)-tartarico. El fluoruro actaa
como un inhibidor competitivo de la reaccién hidrolitica y como un
inhibidor no competitivo de la transfosforilacién. El acido D(+)-
tartarico y otros acidos a-hidroxicarboxilicos actian como potentes
inhibidores en algunos casos. Los derivados inhibidores deben
cumplir algunos requisitos, como presentar un grupo a-hidroxilo en
posicion D y que el carbono B sea un grupo carboxilo o esté unido a
él o a otro grupo hidroxi. La estereocespecificidad de esta inhibicién

no ha sido aclarada (Hollander, 1971).

Si ficado biolégico y ] - i
Como indicamos anteriormente, las fosfatasas inespecificas
permiten el uso de los fosfatos organicos como fuente alternativa de
fosforo. Este fin parece obvio, en relacién a su actividad hidrolasa.
Aunque estos enzimas son reprimidos en su sintesis por Pi y
se encuentran bajo la regulacién del metabolismo del fésforo, en

todos ios grupos de microorganismos podemos encontrar fosfatasas

78



INTRODUCCION

constitutivas (Kudo & Blumenthal, 1961; Healey, 1982; Lemire et al.,
1985). Por ello, y en relacién con su actividad fosfotransferasa,
cabria la posibilidad de que estos enzimas asumieran naturalmente
otras funciones como la del transporte de Pi, aprovechando su unién
covalente al fésforo para cederlo posteriormente a un alcohol
ligado a otros componentes celulares. De este modo, las fosfatasas
aprovecharian fuentes organicas de fésforo y colaborarian en su
transporte y concentracién intracelular desde un medio con bajas
concentraciones de este nutriente (Reid & Vilson, 1971).

La mayoria de las actividades fosfatasas presentan una
localizacién acorde con estos posibles papeles biologicos, es decir,
se presentan asociadas con las envueltas celulares. Esta situacién
les permite actuar sobre sustratos fosforilados que no tienen
facilitada su entrada a la célula. Asi, en bacterias, su localizacién
caracteristica es el espacio periplasmico, la superficie exterior de
la membrana celular y la superficie exterior de la membrana externa.
En levaduras se localizan en la superficie de la pared celular o en
las membranas vacuclares en su accién sobre los polifosfatos que
estas contienen.

Junto a esta situacién periplasmica o superficial, muchos
microorganismos presentan actividades fosfatasas extracelulares que
actuan sobre los fosfatos organicos presentes en el medio externo.
Las fosfatasas pueden ser segregadas activamente ai medio (Ramaley,
1979). El papel adaptativp de estas actividades ya ha sido comentado
a lo largo de esta introduccion.

Por dltimo y recordando 1la actividad hidrolasa de las
fosfatasas inespecificas sobre fosfoproteinas, hemos de indicar que
en logs dltimos afios se han descrito numerosos casos de
fosforilacién de proteinas en bacterias. Esta actividad quinasa se
creia s6lo presente en células eucariotas. Sin embargo, ya se han
establecido varios ©papeles reguladores a estos procesos de
fosforilacion (Cozzone, 1984). y se han aislado proteinas con doble

actividad quinasa/fosfatasa, asi como, se han clonado los genes que
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codifican para ellas (Cortay et al.,, 1988). Estudios anteriores
indicaban el posible papel potencial de la fosfatasa alcalina de E.
coli como proteinfosfatasa (Li, 1982). La fosforilacién de proteinas
bacterianas y el aislamiento de proteinas con actividad
fosfatasa/quinasa puede relanzar los estudios sobre este posible
papel de las fosfatasas inespecificas. Sin embargo, la localizacién
de estos enzimas, mas alla de la membrana celular evita, la accién
de las fosfatasas inespecificas sobre las proteinas fosforiladas
citoplasmaticas, quedando estas bajo el control de formas

especificas de fosfoproteinfosfatasas.
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En relacién con ello, se ha intentado conocer aspectos del
metabolismo glucidico, del contenido en reservas de fésforp en forma
de polifosfatos y se han estudiado los niveles de puclestidos
adenilados en las diferentes fases fisiolégicas.

Un segundo objetivo ha consistido en el aislamiento,
purificacién y caracterizacién bioquimica de 1las actividades
fosfatasas celulares, asi como, el estudio de estos enzimas en los

ciclos de vida de M. coralloides D.
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En los dltimos afios se ha producido un gran avance en el
conocimiento de la biologia de las mixobacterias, .dado que estas
bacterias presentan interés por sus implicaciones ecolégicas,
econémicas y .servir de modelo, por su comportamiento social, para
estudios de diferenciacién celular.

Dos hechos han contribuido decisivamente a este proceso. De
una parte, el desarrollo de la genética de Kyxococcus xanthus, y de
otra parte, la extensiva utilizacién de otras mixobacterias
fundamentalmente para la produccién de antibidticos.

Hace unos afios se inici6, en nuestro Departamento, un trabajo
de Tesina de Licenciatura sobre las fosfatasas de XNyxococcus
coralloides D encontréandose que esta mixobacteria presenta dos
actividades fosfatasas: una é&cida y otra alcalina. Ademas, se
comprobé 1a influencia del fosfato sobre algunos aspectos de 1la
biologia de M. coralloides D : autolisis, diferenciacién celular y
produccién de antibicticos, entre otros.

No obstante, los datos existentes sobre 1la influencia del
fosfato en los ciclos celuiares de las mixobacterias en general, son
escasos y, a menudo, contradictorios. Asi, el fosfato se ba descrito
unas veces como activador de procesos del desarrolic y, en otros
casos, como inhibidor de ellos.

De otra parte, los datos sobre fosfatasas en estas bacterias,
se limitan a una descripcion fragmentaria en X. xanthus.

Dado el papel del fosfato en la glucolisis de X. xanthus,
donde la fosforilacién de la glucosa ocurre sin intervencidén del ATP,
usandose el pirofosfato como donador del grupo fosférico, unc de los
objetivos de este trabajo de Tesis Doctoral seria el estudio de
diversos aspectos de la dinamica del fosfato que nos permitiera un
mejor conocimiento de la biologia de la mixobacteria con la que se
viene investigandc, usualmente, en nuestro laboratorio: Nyxococcus

coralloides D.

9]
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1. MICROORGANISNOS

Myxococcus coralloides D fue obtenido por Arias y Montoya
(1978) sometiendo a una raza salvaje de M. coralloides, aislada por

ellos, a sucesivos pases por medios liquidos apropiados.

2. MEDIOS DE CULTIVOD

Agar levadura

Este medio ha sido utilizado para la conservacién de X.
coralloides D, ya que en €l se produce el proceso de fructificacion.
Por ello también ha sido usado en todos los estudios realizados

durante este proceso. La composicién de este medio es la siguiente:

Levadura prensada de panaderia 10,0 g.
Agar 20,0 g.
Agua destilada 1,0 1.
pH 7.2

La levadura se afiade disuelta en el agua, ajustando el pH con
una solucion de NaOH al 10%. Se esteriliza en autoclave a 117°9C, 20

min.

Medio ALP

Responde & la misma composicién del medio anterior, pero
adicionado de tampén POsHzK-PO.HKz: a una concentracién final de 20
m¥. Esta adicién de fosfato provoca la inhibicién del proceso de
fructificacion que ocurre sobre el medio de Agar levadura,
produciendose solo un crecimiento vegetativo similar al que se

observa sobre medio CTA (Gonzalez, 1985).
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Medio CTA
Se utilizé en todos aquellos casos en que se quiso obfener

crecimiento vegetativo en medio sélido. Su composicidn es:

:Bacto—-Casitone (Difond a0 g

‘Agar -{Difco) 18,0 g.
-S504Mg . 7H=0 1,0 g.
Tampon PO4H2K-POsHKz 10 mM 1,0 1.
pH 7.2

Se esteriliza en autoclave a 1172C, 20 min.

Medios de produccion

En los estudios de produccion de fosfatasas en medio ligquido
se utilizaron diversos sustratos como base para el crecimiento de X.
coralloides D. Todos los medios usados presentaron la siguiente
composicién base:

Hidrolizado de proteinas 10 g

S0.¥g . 7H=0 lg
Tampén POaHzK-POsHK= 10 mM 1 1
pH 6,5

Los medios se esterilizaron en autoclave a 1172C, 20 minutos.

Los hidrolizados de proteinas utilizados fueron los siguientes:
Casaminoaécidos (Difcol
Bacto—Casitone Difco)
Peptona de carne (ADSA)
Polipeptona (BBL)
Phytona (BBL)
Tripticasa (BBL»
Biopeptona H (Hoechst)
Bioproteina L (Hoechst)

Extracto de levadura (BBL»
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En estudios posteriores se utilizé la Tripticasa (BBL) a
concentraciones comprendidas entre el 0,1% y el 2%. En otros casos
el tampoén fosfato utilizado presento un pH de 7,2..

El medio mas usado con Tripticasa al 0,75% se modificé en
algunas ocasiones por variacion en la concentracion del tampon
fosfato usado o por el empleo de otros tampones. El tampén PO.HzK-
PO.HK= se emple6 a concentraciones de 10, 20 y 30 mM. Otros
tampones empleados en los medios de cultivo fueron el Tris-ClH,
Hepes y Mops, todos a concentraciones de 10 y 30 mM. En otros casos
no se empleé tampén alguno en el medio de cultivo, ajustando el pH
inicial con una solucién al 10% de NaOH.

El medio con Tripticasa al 0,75% fue adicionado en oOcasiones
con B-glicerol-fosfato (Merck). Este sustrato fue esterilizado
previamente por filtracion y adicionado a una concentracién final de
20 mM.

Medio minimo
Se preparé a partir de las siguientes soluciones madre de

aminoacidos {(en %):

Aspartico (Sigma) 3,7
Treonina (Sigma) 2,5
Serina (Merck) 3,2
Prolina (Sigma) 4,0
Glutamico (Sigma) 14,2
Glicina Fluka) 1,0
Alanina (Sigma) 2,0
Valina (Sigma) 4,1
Metionina (Sigmad 1,7
Isoleucina (Sigma’ 2,7
Leucina <(Sigma) 3,5
Tirosina (Merck) 3,1
Fenilalanina (Sigma) 0,7
Lisina (Sigma’ 3,7



Histidina (Sigma)
Arginina (Sigma)
Cisteina (Sigma)
Triptofano (Sigma)
Asparagina (Merck)

Glutamina (Sigma)

MATERIAL Y METODOS

0,7
1,4
0,3
1,0
0,5
0,5

Todos los aminodcidos se disolvieron en pequefios volumenes de

agua destilada, calentandose suavemente aquellos que se mostraron

insolubles, o como en el caso de la cisteina se afiadié un pequefic

volumen de ClE al 3,0%. Tras su disolucién se completé hasta un

volumen final de 10 ml para alcanzar las concentraciones madre

indicadas.

Se afiadieron 0,5 ml de cada solucién y se completé bhasta 50

ml con una solucién que contenia:
S0.¥g . 7H:0
ClzCa.2Hz0
(NHa?2804
Almidén
Tris-CiH 15 mM pH 7,6
Tampén fosfato 0,05-1 mM
Solucion vitaminas 1ml/l
Se esteriliza a 115°C, 20 minutos.
La solucién de vitaminas contenia:
Acido Djenkolico (Sigma>
Acido pantoténico (Sigma>
Espermidina (Sigma>
Nicotinamida (Merck)
Biotina (Sigma>
la solucidén de vitaminas v la

tras ser esterilizadas por filtracioén.

88

0,2)
(0,05%>
(0,06%>

0,1%>

17mg/ml
33mg/mil
33mg/ml
3mg/mi
3mg/ml

glutamina fueron adicionadas
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3. TECNICAS DE GULTIVO

Mantenimiento y conservacion

El mantenimiento del crecimiento wvegetativo -se realizé por
transferencias diarias -en medio liquido:apropiado. Para -asegurar la
conservacion se ha procedido de la siguiente manera: células de un
cultivo en fase -exponencial de crecimiento eran recogidas por
centrifugacion y resuspendidas en -medio fresco adicionado de
glicerol 0,5 M, el cual induce la formacion de mixésporas. Estas
pueden ser mantenidas congeladas durante tiempo indefinido.

La induccion de mixésporas con glicerol 0,5 X se-realizé tanto
en pequefios volumenes (tubos de 4,5 ml) como para la obtencién de

grandes cantidades de mixésporas (matraces de 250 y 500 ml).

Condiciones de cultivo

La condiciones de cultivo para mantener el crecimiento
disperso de las células vegetativas fueron: agitacién a 200 rpm en
un agitador orbital y temperatura de 282C o 332C. El crecimiento en
medio solido se realizo siempre a 289C.

En los casos en que se desedc obtener grandes masas celulares,
se empleé un fermentador de laboratorio Braun Biostat E. Los
parametros de uso fueron los siguientes:

¥edio: Triptona 0,75% + S0.Mg=0,1% + Tampén PO.HuK-PO2HK: 10 mK
Cantidad: 7 litros

pOz: 45 mm Hg

Temperatura: 302C

rpm: 150

In6éculo: 500 ml

Tiempo de cultivo: 30 horas

D. 0. recogida de ceélulas: 0,85

ko]
“©
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4. MEDIDAS TURBIDOMETRICAS Y DEL NUNERO DE CELULAS

Las medidas turbidométricas del crecimiento bacteriano se
llevaron a cabo a intervalos regulares de tiempo, determinando

valores de:absorcién a-650nm en wun Spectronic 20D.

Las medidas de densidad éptica .fueron relacionadas con el

numero-de celulas de acuerdo con Benhamu (1978).

5. MEDIDAS DE PESOC SECO DE LOS CULTIVOS

Una vez recogidas las células de los distintos cultivos
liquidos u obtenidas las soluciones correspondientes a partir de
medios sélidos, se tomaron porciones de 1 ml que se colocaron en
crisoles de porcelana previamente desecados, enfriados y tarados en
una balanza de precisiéon. Posteriormente se llevaron al horno de
secado a 1052C durante 24 horas, transcurridas las cuales se
volvieron a enfriar y se pesaron de nuevo. La diferencia entre ambas

pesadas es el peso seco en mg/ml.

6. MEDIDAS ESPECTROFOTOMETRICAS Y DE pH

Todas ias medidas espectrofotométricas realizadas durante la
elaboracion de esta memoria se han llevado & 'cabo en un
espectrofotometro Hitachi 100-804.

Las medidas de pH de los caldos de cultivo y de los tampones

utilizados se realizaron en un pHmetro PHM84-Research.
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7. DETERNINACIOF DE PROTEINAS

Hétodo de ‘Bradford

Fundamentn: La -determinacién cuantitativa de proteinas se
llevé a cabo por el método de Bradford (19876). Este método de
determinacién implica la unién del ‘colorante Coomassie Brilliant
Blue G-250 a las proteinas. La unién del colorante a la proteina
provoca un desplazamiento en el maximo de absorcién del colorante
desde 465nm a 595nm. Este incremento en la absorcidn a 5895nm sirve
para determinar la concentracién de proteinas.

Preparacién del Teactivo: 100 mg de colorante Coomassie
Brilliant Blue G-250 son disueltos en 50 ml de etanol 95%. A esta
solucién se afladen 100 ml de acido fosforico 85% (p/v). La
disolucién resultante se lleva a un volumen final de 1 litro, se
mantiene en agitacién por 2 horas y se filtra antes de su uso. Este
reactivo es estable durante al menos un mes a temperatura ambiente.

Ensayo: La solucion problema conteniendo entre 10 y 50 pg de
proteina se completa hasta un volumen de 0,1 ml con tampon
apropiado, afladiendo posteriormente 5 ml de reactivo, se agita
vigorosamente y se mide la absorcién a 595nm tras 2 minutos vy
antes de 1 hora frente & un blanco con 0,0 ml del tampon
correspondiente y 5 ml del reactive.

Microensayo: lLa solucion problema conteniendo entre 1 y 10 pg
de proteina se completa hasta un volumen de 0,1 ml con tampon,
atadiendo 1 ml de reactivo, procediendose posteriormente como en el
ensayo anterior.

La concentracién de proteina presente en las muesiras
ensayadas es deducida frente a una curva estandard obtenida en
ensayos por triplicado con albumina de suero bovino. La curva
estandard para el emsayo (100-500 ug/ml) y el microemsayo (10-100

ug/ml) se obtuvo para cada litro de reactivo preparado.
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Absorcion en el U.V. a 280am

Se empleé este procedimiento como <criterio cuantitativo
relativo determinando la absorcién a 280nm de cada una de las
fracciones eluidas de las columnas vutilizadas en el procesoc de

purificacisn fremte a un blanco constituido por el tampén de elucidnm.

Extraccién de proteinas celulares

Todas las medidas de proteinas realizadas sobre ceélulas
completas se llevaron a cabo tras el tratamiento de estas con NaCH
1F durante 5 minutos a 1002C. Un ml de cultivo fue centrifugado en
microfuga y resuspendido en 1 ml de NaOH 1K, realizandose
posteriormente el tratamiento indicado. La suspensién tratada fue
centrifugada de nuevo para recoger el sobrenadante con las proteinas
extraidas. Este tratamiento provoca la extraccién de la mayoria de

las proteinas microbianas (Herber et al., 1971).

8. DETERKINACIOE DE FOSFATO INORGANICO

Todas las determinaciones de fosfato inorganico realizadas en
esta memoria han sido llevadas a cabo segun la técnica descrita por

Ames (1966).

Principio: La téecnica se basa en ia estimacion
espectrofotométrica de la reduccion del complejo de fosfomolibdato
por el acido ascérbico. El complejo reducido y su coloracion azul es
estable por varias horas. Las lecturas de absorbancia a 820 nm son
proporcionales a la concentraci6tn de fosfato.

Reactivos: (a) Acido ascoérbico al 10%, conservado en fric por
un maximo de un mes. (b) Molibdato aménico tetrahidratado al 0,42%

en é&cido sulfuricoe 1KN. Esta solucién es estable a temperatura

ambiente.
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Se mezcla una parte de (a) y seis partes de (b). Esta solucién
se mantiene en hielo para su uso en el dia.

Procedimiento: Se afiaden 0,7 ml de la mezcla anterior a 0,3 ml
de la solucién problema en un tubo de hemolisis y se incuba una
hora a 372C. La lectura de absorbancia a 820 nm se realizé frente al
blanco correspondiente tratado de igual forma.

Comentarios: En todas las determinaciones se realizé una recta
patron de fosfato utilizando la misma mezcla de reactivo que en las
posteriores determinaciones. El contenido en fosfato inorganico se
dedujo a partir de la misma, considerando los factores de dilucién
introducidos. Las medidas estandard de fosfato fueron proporcionales
entre 0,005 y 0,05 umoles de fosfato inorganico. Todas las medidas
se realizaron por triplicado.

Todo el material de vidrio y las cubetas de medida fueron
lavadas con 4cido antes de su primer uso., Los tubos de hemolisis,
.las cubetas de medida y tubos de ensayo utilizados en sucesivas
determinaciones  fueron reutilizados -tras su lavado con detergente
libre de fosfatos (Extran 2000, Merck) y aclarados en agua
destilada. : : B ‘

9. ESTINACION DE ADF POR EL NETODO DE LA DIFENILANIBNA .

El método se basa en la reaccién de:la difenilamina con la 2-
desoxiribosa.

1 ml de extracto de ADN es mezclado con 2 ml de reactivo de
la difenilamina y calentado en agua hirviendo durante 10 minutos. La
intensidad de color azul se mide a 600 nm.

El reactivo de la difenilamina se prepara disolviendo 1 g de
de difenilamina en 100 ml de Acido acético glacial. Inmediatamente
antes de su uso se debe mezclar con 2,75 ml de Acido sulfirico

concentrado.
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La correspondencia entre intensidad de color y concentracién
de ADN fue calculada mediante una recta patrén de 0-400 ug ADN/ml
que habia sido realizada utilizando ADN de salmén (Sigma) como

referencia.

10. ESTIMACION DE ARN POR EL METODO DEL ORCINOL

La estimacién se basa en la reaccién del orcinol en ClH conlas
pentosas presentes en el medio. La reaccién es catalizada por sales
férricas.

0,2 ml del extracto de ARN es diluido hasta 1,5 ml y calentado
con 15 ml de reactivo de orcinol en agua hirviendo durante 20
minutos. La intensidad del color verde es medida a 660 nm.

El reactivo de orcinol contiene 1 g de orcinol purificado en
100 ml de ClH concentrado con 0,5 g de ClxzFe.

La correspondencia entre color y concentracién de ARN fue
calculada a partir de una recta patrén de 0-200 pg ARN/ml que habia

sido realizada utilizando ARN de levadura (Sigma) como referencia.

11. EXTRACCION DE PIGMENTOS

Los pigmentos presentes en las células de N, coralloides D
fueron extraidos con metanol a partir de células de cultivos en fase
final de crecimiento exponencial o en fase estacionaria.

Un ml de cultivo era recogido por centrifugacién en microfuga
y tras eliminar el sobrenadante, las células fueron resuspendidas en
un ml de metanol. La resuspensién se consiguié con agitacién
vigorosa de los tubos Ependorf utilizados. La suspensién celular se
agité ocasionalmente durante un par de minutos y se volvié a

centrifugar en microfuga para retirar las células. El sobrenadante

|
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se recogié y completé con metanol hasta 1 ml de volumen final. Este
sobrenadante se consider$ como el extracto crudo de metanol.

Posteriormente se procedié a realizar una medida de
absorbancia entre 600 y 325 nm de estos extractos crudos frente a
un blanco con metanol. Las medidas, realizadas cada 5 nm, se
presentan como un barrido entre 600 y 325 nm.

El precipitado celular obtenido tras la extraccién de los
pigmentos era sometido a una nueva extraccién con NaOH para

determinar su contenido en proteinas.
12. EXTRACCION Y FRACCIONANIENTO DE COMPUESTOS FOSFORILADOS

Recogida y preparacién de las muestras

Los cultivos en medio liquido fueron recogidos por
centrifugacién a 6.000 x g durante 20 min a 49C. El precipitado
obtenido fue resuspendido y lavado una vez en una solucién de Cl=Mg
5 mM a 1/50 de su volumen inicial.

Las muestras obtenidas de medio sélido fueron recogidas de
placa y resuspendidas en un volumen similar ¥y lavadas una vez con
la misma solucién.

Despues del lavado las muestras fueron llevadas a -709C para

Su posterior procesamiento en comun.

Proceso de extraccién y fraccionamiento
La extraccién de los compuestos fosforilados presentes en las
células de N. corallpides D se ha realizado de acuerdo con el

procesamiento que se describe a continuacién.

B i6n d ! fosforilad 4cid lub]
Muestras celulares, con un peso aproximado de 200 mg, fueron
extraidas 2 veces con ClO.H 0,5 ¥ a 09C durante 10 minutos. La

extraccion en frio fue seguida de centrifugacién a 6.000 x g durante

20 min a 42C para la recogida del precipitado y los sobrenadantes
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obtenidos. Los sobrenadantes fueron reunidos y neutralizados con
NaOH 0,5 N hasta pH 6.

- El sobrenadante neutralizado fue mezclado con carbono activado
_ (Merck,‘ p-a) en proporcién de 100 mg carbono/l10 ml sobrenadante. El
carbono activado fue lavado anteriormente comn CIiLi 0,5 ¥ (100 mg
carbono/20 ml ClLi 0,5 M). En estas condiciones se produce la
. adsorcién sobre el carbono de los nucleétidos presentes en el
sobrenadante, ‘mientras que 1los polifosfatos no sufren adsorcion
(Muller-Felter & Ebel, 1962). Tras este tratamiento por una hora, se
separd el carbono por centrifugacion en las mismas condiciones que
anteriormente. El sobrenadante final constituye la fraccién de
féosforo acido soluble.

Esta fraccién fue analizada directamente en su contenido en
fosfato inorganico. El valor obtenido se da como ortofosfato celular.
Alicuotas de la fraccién Aacido soluble fueron quemadas en &cido
sulfurico 0,5 ¥ (7 min a 1002C) y en una mezcla 1 SOs.Hz : 2 NOo=H
(30 min a 1002C) para determinar el contenido en fésforo 1l4bil y en
fésforo total, respectivamente.

El valor de fésforo 14bil se calculé tras sustraer al valor
obtenido en shOlfurico 0,5 M, el valor anterior de ortofosfato
celular. El fésforo labil corresponde a polifosfatos de cadena corta
(entre 2 y 25 restos de Pi). El valor del fosfato total obtenido de
las muestras menos los dos anteriores valores muestran la presencia
de otros compuestos fosforilados no adsorbidos sobre el carbono
activado, este valor corresponderia a la fraccién acido soluble-é&cido

estable.

E {60 d 4cido i lubl

El precipitado obtenido tras la extraccion en perclérico frio
fue posteriormente tratado por dos veces con Cl04H 0,5 N a 702C
durante 15 minutos. Tras centrifugar em iguales condiciones que con
anterioridad, los sobrenadantes fueron reunidos y neutralizados con
NaOH 0,5 N hasta pH 6.
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Alicuotas del neutralizado fueron separadas para determinar su
contenido en ADN y ARN.

El sobrenadante a pH 6 fue tratado con carbono activo lavado
en ClLi 0,5 ¥ en iguales condiciones que anteriormente, con el fin de
producir la adsorcién de los acidos nucleicos. Tras la separacién
del carbono activado, el sobrenadante obtenido constituye la
fraccion de fésforo acido insoluble.

Esta fraccién fue analizada en su contenido de fosfato
inorganico tras quemar alicuotas de ella en SOaHz 0,5 M y la mezcla
de sulfurico-nitrico anteriormente dada, en las mismas condiciones
anteriores. E1 primer valor se da como el contenido en fosfato de
los polifosfatos de cadena larga. El valor del fosfato total menos
el valor anterior da idea de la desfosforilacién sufrida por los

acidos nucleicos durante el tratamiento en acido caliente.

E 16n de lipid

Muestras, conteniendo unos 200 mg de células, fueron extraidas
con 7,5 ml de cloroformo-metanol (1:2) durante 3 horas a temperatura
ambiente. Posteriormente se afiadieron 2,5 ml de cloroformo y 2,5 ml
de agua destilada, la mezcla fue agitada y dejada reposar 30 min.

El extracto fue filtrado por papel Vhatman n?l, afiadiendose al
residuo 9 ml de cloroformo. El filtrado fue reunido, eliminandose la
capa de metanol-agua.

El peso del lipido crudo total fue calculado en crisoles de
porcelana tarada tras evaporar el cloroformo en vafio de vapor a

409C,
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13. NICROSCOPIA ELECTRONICA

La préparacién de las células para su observacién - a
microscopia electrénica se realizé siguiendo técnicas generales,
modificads segin se estimé conveniente. De particular interés fue la
etapa de fijacién inicial, siendo necesario asegurar una buena
fijacién para los posteriores tratamientos (Isabel Guerra,
comunicacién personal). El orden de preparacion de las muestras se
presenta a continuacién.

Los cultivos liquidos en Tripticasa 0,75% o Tripticasa 0,25%
(100 ml> fueron resuspendidos en 1/10 de su volumen inicial y
lavados dos veces en tampén Tris—maleico 20 mM pH 8,0.

Las células lavadas fueron resuspendidas en el mismo tampén
con glutaraldehido (Merck) a una concentracién final del 2%,
incubandose durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormnete se lavé dos veces en tampén y se resuspendieron las
células en varias alicuotas de 1 ml de volumen final con el tampén
inicial y glutaraldehido al 2%. Esta segunda etapa de fijacién se
prolongé por dos horas a temperatura ambiente. Tras este tiempo se
realizé un lavado en el momento con el tampéon y dos lavados de una
hora de duracién cada uno de ellos.

Tras el dltimo lavado se realizé la tincién con OsO. en agua
destilada al 0,5%, en bafio de hielo y campana de gases por una hora.
A continuacién se realizé un lavado en el momento con el tampén
inicial y dos lavados posteriores de una hora a temperatura
ambiente. Por ultimo se mantuvieron las muestras una noche en
tampén a 42C, realizandose un ultimo lavado a la mafiana siguiente.

Después del ultimo lavado y centrifugacién se realizé una
deshidratacién en serie de acetona (30, 50, 70, 90, 95 y 100%) con
una duracion de 30 minutos cada pasoc. Fosteriormente se realizé la
inclusién en resina OSpurr. Tras la inclusién las muestiras se
conservaron para Su posterior corte y tincién de contraste con

acetato de uranilo al 5% y citrato de plomo.
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Los procesos de deshidratacién, inclusién, corte y tincion de
contraste se realizaron en el Laboratorio de Procesado de Muestras
de los Servicios Técnicos de la Universidad de Granada.

Las muestras fueron observadas en un microscopio electrénico
EX-10C Zeiss, en la seccién de Microscopia Electrénica de 1los

Servicios Técnicos de la Universidad de Granada.

14. ESTUDIOS DE ESPECTROSCOPIA DE RMN¥

P i6n de las

Las ceélulas de M. coralloides D se recogian en frio a partir
de un cultivo de 500 ml en Tripticasa 0,75%, con una densidad éptica
de 0,9-1,0. Las células fueron lavadas en tampén Hepes 200 mM pH 7,5
con EDTA 15 mM y concentradas hasta un volumen de 5-10 ml. Las
medidas de RMN se realizaron sobre estas suspensiones celulares o
bien con los extractos libres de células obtenidos como se indica
posteriormente, a partir de las suspensiones anteriores. Las
muestras eran mantenidas a 42C o congeladas a -202C hasta su

posterior uso.

¥edidas de RMN

Los espectros de P*'~-RMN eran realizados a 121,49 MHz en un
espectrometro Bruker AM300, operando en el modo de transformacisn
de Fourier. Los parémetros de uso fueron: SW 4.237 Hz, PV 12 us con
un angulo de flip de 302 y un tiempo de adquisicién de 0,48 s. Los
espectros se acumularon durante 1040 scans.

Se usaron suspensiones celulares con 10'©-10'% células/ml o
extractos sonicados de las mismas, en tubos capilares de 10 mm, con
un capilar concéntrico de 5 mm que contenia acido fosforico 0,1% en
ClH concentrado, operando a una temperatura de 293 X, El

desplazamiento quimico fue medido en ppm de acido fosférico 85% que
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fue considerado como esténdard interno a § = 0 ppm. Las sefiales

fueron identificadas segun las asignaciones de Cholli et al., 1985.
Los espectros fueron realizados en la seccién de Resonancia

Magnética Nuclear de los Servicios Técnicos de la Universidad de

Granada.

15. EXTRACCION Y MEDIDA DE LOS FUCLEOTIDOS ADENILADOS

El dimetilsulféxido (DMSO> fue utilizado en la extraccién de
los nucleétidos adenilados ATP, ADP y AMP,

Muestras de 5 pl de suspensién celular fueron afiadidas a
tubos de reacciébn con 50 ul de DMSO. Tras su incubacién a
temperatura ambiente durante 5 minutos, las muestras fueron
conservadas a -202C hasta el momento de su medida. Las muestras de
cultivos liquidos fueron tomadas directamente del medio. Las
muestras de cultivos soélidos fueron recogidas de las placas y

resuspendidas en 2 ml de agua destilada.

El ATP fue determinado por el ensayo de la
luciferina/luciferasa, usando un Luminiscence Biometer (Turner

Designs). El principioc del ensayo es:

ATP + D-Luciferina + Oz 3 oxyluciferina + PPi + AMP + CO= + luz.

El proceso requiere la presencia de luciferasa e iones Mg+=,
El rendimiento cuantico de esta reaccién, definido como la relacién
entre el nimero de fotones emitidos y el numero de moléculas de ATP
consumidas es practicamente del 100%. La luz emitida presenta un

maximo de absorbancia a 562 nm.
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La luciferina/luciferasa (Sigma) fue resuspendida en tampén
Hepes 100 mM pH 7,75 con ClzMg 15 mM y utilizada en el momento,
afiadiendo 100 pl en el vial de medida conteniendo la muestra.

El analisis de ATP fue realizado directamente por la adicion
de 100 pl de la solucién anterior en el vial de reaccion con la
nuestra y el DMSO.

El ADP y AMP fueron comvertidos enzimaticamente en ATP. Tras
el proceso enzimatico se procedié a la medida de su contenido en

ATP por el mismo método

La conversion del ADP a ATP fue realizada segun el siguiente
proceso:
0,535 mg de fosfoenolpiruvato (Sigma) y 2 mg de piruvato quinasa
(Boehringer Mannheim) fueron disueltos en 5 ml de tampén Hepes 100
nM pH 7,75 con Cl=Mg 15 mM. La muestra fue adicionada con 100 pl de
esta mezcla e incubada por 30 minutos a 282C. La reaccion fue
detenida por introduccién de los viales en hielo. En el momento de
realizar la medida se adicionaron 100 ul de luciferina/luciferasa al
vial y se realizé la medida en el bioluminometro. El valor del ADP
se obtuvo sustrayendo, al valor obtenido en este caso, el valor de
ATP obtenido anteriormente.

La conversion del AMP a ATP se realizd del siguiente modo:
0,535 mg de fosfoenolpiruvato, 2 mg de piruvato quinasa y 2,5 mg de
mioquinasa (Boehringer Mannheim) fueron disueltos en 5 ml de
tampén Hepes 100 mM pH 7,75 con ClzMg 15 mM. La muestra fue
adicionada con 100 pl de esta mezcla e incubada por 30 minutos a
282C. La reaccién fue detenida por introduccion de los viales en
hielo. En el momento de realizar la medida se adicionaron 100 pl de
luciferina/luciferasa y se realizé la medida. El valor del AKP se
obtuvo tras sustraer al valor obtenido en este caso los anteriores

valores correspondientes a las medidas de ADP y ATP.
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La piruvato quinasa y 1la mioquinasa utilizadas fueron
dializadas 1 hora frente al tampém de la mezcla antes de su uso en
las reacciones de conversién enziméatica del ADP y AMP.

La correspondencia entre el numero de fotones y la cantidad
de ATP se obtuvo frente a una curva estandard de ATP. Los valores
de ATP, ADP y AMP se dan como pg x 10-®células. El valor de 1la

carga energética adenilada se define como:

(ATP) + ¥%(ADP)> / (ATP)> + (ADP) + (AMP).

16. PERMEABILIZACION CELULAR

En los estudios de emsayo In situ se utilizaron células
vegetativas, mixésporas de ambos tipos o farmas intermedias entre
ellas. Estas formas fueron resuspendidas en tampén Tris-ClH 10 mM
pH 7,0 Cl=Mg 10 mM. La suspensién (3 ml) fue tratada con el agente
permeabilizante, a las concentraciones indicadas mAs abajo, durante
5, 15 o 30 minutos en agitacién en céamara de 282C. Tras un lavado
en el tampon de incubacién del emsayo enzimatico, la suspensién
permeabilizada fue usada inmediatamente en la prueba o conservdas
en el mismo tampén a 4°2C (durante no mas de 24 h). El volumen se
mantuvo constante en 3 ml.

0,1 ml1 de suspensién permeabilizada (conteniendo entre 200 y
300 pg proteina/ml) se utilizé en el ensayo enzimatico. Tras el
ensayo, las células o  mixosporas fueron eliminadas por
centrifugacién y se midié la absorcién a 410nm.

La actividad fue ensayada en extractos libres de ceélulas
obtenidos por sonicacién y centrifugacién a partir de células
vegetativas permeabilizadas o no. Estas altimas sirvieron como
control de la actividad enzimética.

Los agentes permeabilizantes usados y sus concentraciones

finales en % (v/v) fueron:



SD5 (Sigma)’

Triton X-100 (Sigma)

Eter etilico (Quimon)
Dimetilsulfoxido(DMS0O) (Prolabo)
Tolueno (Merck)

Metanol (Merck)

Tolueno-etanol (5:4)
Tolueno-etanol-Triton X-100,TET(5:4:1)
Tolueno-etanol-Triton X-100,TET(3:4:1)
Tolueno-etanol-Triton X-100,TET(2:4:1)
Tolueno-etanol-Triton X-100,TET (2:4:0,2)
Etanol (Panreac)

Cloroformo (Probus)

2-propanol (Normasolv)

Alcohol iscamilico (Quimon)

2%

2%
50%
15%
10%
10%
17%
17%
17%
17%
17%
10%
10%
10%
10%
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17. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD FOSFATASA

En la determinacién de la actividad fosfatasa se emplearon
dos procedimientos, segin el tipo de sustrato utilizado en la medida

de actividad.

A. Método basado en la medida de p-nitrofenol liberado

La determinacién estéd basada en medir espectrofotometrica-
mente a 410nm la cantidad de p-nitrofenol liberado a partir del
sustrato artificial p-nitrofenilfosfato (pNPP). El p-nitrofenol en
medio alcalino posee un coeficiente de extincién molar conocido
(1,62 x 104 cm*®/mol).

las medidas se realizaron en tubos de dialisis seglén el

siguiente protocolo general:

Volumen (ml) Concentracion en ensayo (mM)
Tampén 0,8 50
pNPP 0,1 3
Muestra 0,1 -

Los valores dados fueron los habituales en los estudios de
actividad en células permeabilizdas, sobrenadantes de cultivo y
valoracién de fracciones de purificacién. En la valoracién de
actividad durante 1los estudios de caracterizacién y cinética
enzimatica los volumenes del tampdn y muestra variaron segin las
necesidades de cada estudio particular. En gemeral el volumen de
tampon fue ajustado para completar el volumen final a 1 ml. La
concentracién de tampon y de pNPP fueron modificadas en casos
particulares. De forma general se usaron dos tipos de tampones:
Tris-ClH (pH alcalino) para la valoracién de la fosfatasa alcalina y
Acetico-acetato (pH Acido) para la fosfatasa acida. La reaccion se

iniciaba con la adicién de la muestra de enzima, llevandose a cabo a
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282C o 3792C durante 30 minutos (si no se indica otro particular).
Transcurrido este tiempo se adicionaba 1 ml de NaOH 1 N que
proporciona el medio alcalino necesario para la lectura
espectrofotométrica del p-nitrofenol a 410nm y que a su vez detiene
la reaccién. La actividad era medida frente a un blanco sin muestra

y tratado de igual forma.

B. Método basado en la medida del fosfato inorganico liberado

El método utilizado es el de Ames (1966). Este método de
ensayo de fosfato inorganico descrito anteriormente puede ser usado
para las fosfatasas que hidrolizan ésteres de fosfato como glucosa-
6-fosfato, AMP, ribosa-5-fosfato, etc. No requiere desproteinizacién
dada su sensibilidad y la incubacién enzimética se detiene con la
solucién de ascérbico-molibdato que utiliza en su metodologia.

El protocolo general describe la adiciém de 0,7 ml de reactivo
de ascérbico-molibdato a 0,3 ml de mezcla con tampén, enzima y
sustrato. Este conjunto se incuba en las condiciones descritas
anteriormente.

El blanco usual contenia enzima y tampén pero no sustrato. Un
blanco con el sustrato se media independientemente para determinar
el fosfato inorganico libre que pudiera contener. Este valor era
sustraido de la medida de actividad. Este método ha sido utilizado

durante los estudios de caracterizacién y cinética enzimética.
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C. Calculos de actividad

Dado que la concentracién real de los enzimas no se conoce en
la mayoria de los casos, la cantidad de enzima presente puede
expresarse s6lo en términos de su actividad.

La actividad especifica se expresé en unidades enziméticas por
miligramo de proteina <(U/mg) y la concentracién de enzima en
unidades enzimaticas por mililitro de solucién (U/ml).

La actividad enzimatica en los estudios previos de produccién

y purificaciéon se determina del modo siguiente:

A D.OBaro/min b4 Fd

Actividad especifica =

c x d x v

la actividad especifica se expresa como incremento de densidad

6ptica por minuto y miligramo de proteina.

En los estudios posteriores la actividad especifica se

determiné como sigue:

A D.Oaro/min X v

Actividad especifica =

6 Fc¢ x¢e¢ x 4 x v x ¢

La actividad especifica se expresa como micromoles por minuto y
miligramo de proteina. Definiéndose una unidad de actividad
fosfatasa como la cantidad de enzima que cataliza la formacién de un
micromol de p-nitrofenol por minuto en las condiciones indicadas.
Cuando se utilizaron ésteres de fosfato como sustrato en la reaccién
enzimatica, la unidad de actividad se define como la cantidad de
enzima que libera un micromol de fosfato inorganico por minuto en

las condiciones indicadas. La cantidad de fosfato inorganico
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liberado se calculé segon la alicuota tomada para la determinacién
de fosfato inorganico segin el método de Ames (1966).
Las abreviaturas tienen los siguientes significados:
A D.Oaro/min = incremento de densidad éptica por minuto
V = volumen de ensayo (ml)
Fd = factor de dilucién de la muestra
¢ = mg de proteina/ml
d = espesor de la cubeta o paso de luz del espectrofotéometrc (lcm)
e = coeficiente de extlincién molar del p-nitrofenocl (1,62 x
104cm=/mol).
v = volumen de muesira

Fc = factor de conversién a micromoles (107%),
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18. METODOS UTILIZADOS ENF EL PROCESO DE PURIFICACION DE LAS
FOSFATASAS CELULARES

18.1 Obtencién de extractos sonicados y extractos libres de células

Para la obtencién de extractos sonicados se recogieron por
centrifugacién las células de cultivos liquidos de M. corallpides D y
se resuspendieron en tampén Tris-ClH 10 mM con ClzMg, concentrando
100 veces. La suspensién celular se colocaba en un sonicador Branson
Sonic B-12, a una potencia de 50 w, durante 15 minutos en bafio de
agua helada. A continuacién se centrifugé durante 20 minutos a
40.000 x g a 4°C en una ultracentrifuga Beckman L5-50, con rotor T-
50. El sobrenadante se considers como el extracto libre de células,

punto de partida del proceso de purificacion.

18.2 Cromatografia en Sephacryl S-200

Preparacion del gel: El Sephacryl S-200 se suministra ya

hinchado en una suspensién de agua destilada con mertiolato al
0,01%. Para eliminar las burbujas de aire que pudieran existir en el
gel y que podrian dar lugar a un empaquetamiento y flujo desiguales,
se conecté una bomba de vacio al matraz que contenia el gel y se
mantuvo asi hasta que dejaron de salir burbujas de aire.

Montaje y preparacién de la columna: Se ha empleado una
columna de Pharmacia Fine Chemicals de 40 cm x 2,5 cm, con un tubo
de tefléon en cada extremo los cuales canalizan la entrada y salida
del eluyente. La preparacion de la columna, asi como el proceso
cromatografico completo se llevaron a cabo en camara fria a 4°C;

Una vez fijada la placa porasa inferior de la columna, se
dispuso ésta verticalmente y se conecté su salida a una bomba

peristaltica ( Peristaltic Pump P-1Pharmacia Fine Chemicals) para
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mantener constante el flujo. Se adicioné por el extremo superior
agua destilada bhasta 1llenar la tercera parte de su volumen,
procurando no dejar atrapadas burbujas de aire en la placa porosa.
Se afiadié entonces la suspension de gel con sumo cuidado para
evitar la penetracién o formacién de burbujas en el interior de la
columna, asi como, para procurar un empaquetamiento totalmente
homogeneo. Una vez llenada la columna, se dejéo reposar 10 minutos.
Tras este tiempo se dispuso sobre la columna un reservorio de gel
(Pharmacia Fine Chemicals), este fue llenado con sumo cuidado con el
volumen de gel necesario para alcanzar el nivel de empaquetamiento
deseado y completado hasta el tope con agua destilada. Tras el
llenado, el reservorio de gel se conectd a um reservorio del tampoén
utilizado como eluyente. Prosiguiendo el montaje, se hicieron pasar 2
volumenes de tampén eluyente a un flujo de 0,25 ml/min. Una vez
empaquetado el gel a la altura deseada, se cerré la salida inferior,
se desmonté el reservorio de gel y se introdujo el émbolo superior
hasta que su placa porosa contacté con la superficie del gel. Tras
esta operacion, se pasé en flujo inverso 2 volumenes del tampén
eluyente al mismo flujo anterior, quedando la columna estabilizada y
lista para recibir las muestras. El tubo de teflén superior se
conecté a una valvula de cuatro vias.

Aplicacién y eluciénm de la muestra: La muestra (extracto libre
de células), con exceso de volumen, fue colocada en un pequefio
reservorio de muestras (Pharmacia Fine Chemicals) y mediante la
valvula de cuatro vias y la bomba peristaltica, se introdujo en la
columna un volumen aproximado al 5% del volumen de la columna. Tras
girar la vaAlvula a su posicién adecuada, se comenzé la elucién con
tampon Tris-C1H 10 mM pH 8,0 con ClzMg 10 mM, recogiendose
fracciones de 4 ml.

Las fracciones fueron recogidas en un colector de fracciones
Fraction Collector FRAC-100 (Pharmacia Fine Chemicals). Este
colector de fracciones y la bomba anteriormente citada fueron

utilizados en las restantes cromatografias.
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18.3 Cromatografia de intercambio iémico en gradiente de

concentracion iénica

Se utilizé Carboximetil Sephadex C-25 (Pharmacia Fine
Chemicals), una resina débil de intercambio catiénico. El gel fue
preparado en un exceso de tampén Citrico-citrato 10 mM pH 6,0,
calentando en bafio a 902C durante 1 hora. En estas condiciones, 1 g
de gel proporciona de 4 a 6 ml de volumen.

El gel se empaqueté en una columna de vidrio de 50 cm x 1,2
cm y lavado con un volumen del mismo tampén. Tras la adicién
directa de la muestra (8 ml), la elucién se realizé a un flujo de 30
mi/b aplicando un gradiente lineal de ¢ a 0,15 o 0,3 M de cloruro
sédico, a partir de las siguientes soluciones:

(a) tampén citrico-citrato 10 m¥ pH 6,0 (200 ml)
(b) tampén citrico-citrato 10 mM pH 6,0 + ClRa 0,15 o0 0,3 ¥ (200ml).

El gradiente de fuerza iénica se consiguié con un mezclador de
gradientes (Pharmacia Gradient Mixer GM-1). La cémara de mezcla del
gradiente fue llenada con la solucién (a) y la otra camara con la
solucién (b). La mezla de (@) y (b) fue realizada con agitacién por
el propio aparato. Se recogieron fracciones de 3 ml.

La regeneracién del gel se realizé por lavado con un volumen
de 1la solucién (@) + ClHa 2M, con ello se procedia a remover
cualquier sustancia unida por fuerza iénica. Posteriormente el gel
era reequilibrado por lavado con varios volumenes de la solucién
(a.

18.4 Cromatografia de intercambio iénico en gradiente de pH
Se utilizé una columna 40 cm x lcm (Pharmacia Fine Chemicals)
llenada con DEAE-Sephadex A-25. El gel fue hinchado en exceso de

agua destilada y se mantuvo en bafio a 902C durante 1 hora,

proporcionando asi unos 5 ml de volumen de lecho por gramo.
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El montaje de la columna se realizé siguiendo las
recomendaciones generales de la casa suministradora. La eluciéon se
realizé, tras preparar la columna, con tampon Tris-CiH 10 mM pH 9,0
con ClzMg 10 mM. Una vez pasada la muestra (12 ml), se realizé una
elucién isocratica con este tampén de las proteinas no adsorbidas ail
gel. Las proteinas adsorbidas fueron eluidas con tampén Tris-ClH 25
mM pH 7,0 con CizMg 10 mM. Las fracciones recogidas contenian 5 mil.

el flujo de elucion fue de 30 ml/h.

18.5 Electroforesis analitica en gel de poliacrilamida con SDS

A fin de comprobar la homogeneidad de cada una de las
fracciones obtenidas en cada etapa del proceso de purificacién, se
llevé a cabo una electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS.

Se utilizaron geles con la siguiente composicién: acrilamida
5,6%, bisacrilamida 0,2%, SDS 0,1%, Dimetilaminopropionitrilo 0,0025%,
persulfato aménico 0,02% y POsHzNa-POaHNa= 0,1 ¥ pH 7,0. Antes de
adicionar el SDS y el dimetilaminopropionitrilo, la mezcla fue
filtrada y posteriormente, desgasificada a vacio durante 10 minutos.
La gelificacién se realizé con una solucién de persulfato aménico
reciente e inmediatamente el gel fue vertido en tubos de Pyrex de 10
x 0,6 cm y cubierto con unas gotas del tampén en que fue preparado
para evitar la formacién del menisco y el contacto del aire. El gel
fue dejado en reposo durante una noche. El tampén de los electrodos
fue el mismo en que fue preparado el gel, adicionado con SDS al
0,1%.

Las muestiras, con una concentracién aproximada de 0,3 mg
proteina/ml, se calentaron a 1002C durante 5 minutos en la siguiente
solucién: SDS 1%, B-mercaptoetanol 1%, POaHzNa-PO.HNa= 0,01 M pH
7,0. Tras este tratamiento, se adiciono a cada muestra de 50 ul de

azul de bromofenol al 0,02% en glicerol 10%. El azul de bromofenocl
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fue utilizado como indicador del frente de la electroforesis. El
volumen de muestra aplicado a cada ge'lr fue de 60 ul.

Los geles fueron sometidos a una preelectroforesis durante 30
minutos aplicando una corriente constante de 3mA/gel. Para el
desarrollo de la electroforesis se aplicé una corriente constante de
7mA/gel durante 3-5 horas, hasta que el indicador del frente alcanzé
el extremo terminal del gel. La fijacién y tincién se realizaron de
forma simultanea por inmersién en metanol:acético:agua (5:1:5) con
Azul Coomassie G-250 (0,025%) durante 12 horas. La decoloracién se
llevé a cabo mediante sucesivos lavados con metanol:acético:agua
5:7,5:87,5).

El analisis por densitometria de los geles y las imagenes de
los mismos fueron realizadas en un Procesador de Imagenes IBAS 2000
Krontron con toma de imAgen por camara de video e impresién por
Video HardCopy. El anAlisis densitométrico se basa en una barrido de
500 puntos de la imagen tomada por video. Este procesado fue llevado
a cabo en el Servicio de AnAlisis de Iniagenes de los Servicios

Técnicos de la Universidad de Granada.

19. ESTUDIOS DE CARACTERIZACION DE LAS FOSFATASAS CELULARES

19.1 Aproximacién al tamafio molecular

Se utilizé la columna de Sephacryl S-200 en las condiciones
anteriormente indicadas. La calibraciéon de la columna fue realizada
calculando el volumen vacio (Vo), el volumen total (Vt) y el volumen
de elucién de cada muestra (Ve). Kav representa la fraccién del
volumen estacionario del gel que es disponible para la difusién de
una especie molecular dada, correspondiendo su valor a la relacion
Ve-Vo/Vt-Vo.

Los patrones de peso molecular utilizados fueron: albimina de
suero bovino (66 Kd), anhidrasa carbénica de eritrocito de carnero

(29 Kd) y citocromo ¢ de corazén de caballo (12,4 Kd). Estos
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patrones se  aplicaron a la columna a una concentraciéen de 0,4

mg/ml.

19.2 Influencia de la concentracién de proteinas y del tiempo de
incubacién
Con objeto de estudiar el margen de concentracién protéica
para la cual se obtenia una hidrélisis del pNPP proporcional a la
cantidad de proteina ensayada, se llevaron a cabo ensayos de
actividad con diferentes cantidades de proteina (5-20 pg para la
fosfatasa alcalina y 5-50 pg para la fosfatasa acida).
Posteriormente se analizé la influencia que sobre el ritmo de
hidrolisis del pNPP ejercen los distintos tiempos de incubacién.
Los tiempos ensayados fueron de 1, 3, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 490,
45, 50, 55 y 60 minutos.

19.3 Condiciones optimas para la actividad enzimatica

pH
Se ensayaron valores de pH comprendidos entre 3 y 8,5 para la
actividad fosfatasa 4cida y entre 6 y 10,5 para la alcalina. Se

utilizaron a una concentracién inicial de 50 mM los siguientes

tampones:

Citrico-citrato (pH 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,00
Acético-acetato (pH 4,0; 4,5, 5,0; 5,5

MES (pH 5,5; 6,0; 6,5

Tris-ClH (pH 7,1; 7,6; 8,1; 6,5; 8,9

HEPES (pH 7,5; 8,00

Glicina—-NaQH (pH 8,6; 9,0; 9,5; 10,0; 10,5).

Las determinaciones de actividad se realizaron a 37¢C.
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Temperatura

Se hicieron ensayos. a las siguientes temperaturas: 209C, 282C,
329C, 379C, 439C, 49°2C y 589C. Antes de la reaccién se equilibraron
los reactivos a la temperatura correspondiente. Las determinaciones
se efectuvaron en los tampones donde se detecté mayor actividad

segun la prueba anterior.

Molaridad del tampén

Se han realizado ensayos frente a los tampones Tris-ClH pH 76 y 8.1
a concentraciones cada uno de 5, 10, 25, 50 y 75 nM. Igualmente para

el tampén Acético-acetato pH 4 y 4,5.

19.4 Sensibilidad a enzimas y estabilidad frente al calor y pH

Estabilidad térmica

La estabilidad frente a la temperatura de los preparados
parcialmente purificados de la fosfatasa acida y alcalina se ensayoé
sometiendo las disoluciones de los mismos a temperaturas de -209C,
42C, 37°C, 5B0°C, 60°C, 70°C y 80%2C, Las determinaciones
correspondientes a -209C se llevaron a cabo a los 3 dias, 7 dias, 1
mes y 2 meses. Los tiempos correspondientes a 379C, 502C, 602C, 702C
y 809C fueron de 15, 30 y 60 minutos. Finalmente, los tiempos para
la temperatura de 49C fueron de 12, 24, 48 y 72 horas.

Las muestras que se iban a someter a -20°C se dispusieron en
tubos independientes con objeto de evitar pérdida de actividad por
congelaciones y descongelaciones sucesivas. La metédica consistié en
disponer volimenes de 0,5 ml de las muestras a ensayar en distintos
tubos de hemolisis que se llevaron a las temperaturas sefialadas. De
ellos se fueron tomando alicuotas de 50 pl para las determinaciones

en tiempos sucesivos.
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Estabilidad frente al pH

Se ensayéo el efecto de la preincubacién a 49C o 209C y a
distintos pH (3-10) sobre la actividad enzimatica de preparados
parcialmente purificados de ambas fosfatasas. Las soluciones tampén
empleadas para los distintos pH, a una concentracién de 50 mM,

fueron las siguientes:

Citrico-citrato (pH 3,0; 4,0; 5,0; 6,00
Tris—-ClH (pH 7,1; 8,1D
Glicina—-NaOH (pH 9,0; 10,00

Se tomaron alicuotas de las soluciones enzimaticas y se
dispusieron en tubos de hemolisis a los que se afiadieron los
tampones indicados a una concentracién final de 50 mM. Estas
disoluciones se imcubaron a 49C o 202C durante 0 (control) y 2
horas. Transcurrido este tiempo se determiné la actividad presente

en las soluciones segin el método habitual.

Sensibilidad a tratamientos enzimaticos

Alicuotas de soluciones parcialmente purificadas, fueron
incubadas en presencia de los siguientes enzimas:
f§-Glucosidasa (Sigmad
Lipasa Tipo I (Sigma>
Lisozima (Sigma)
Pronasa Grado B (Calbiochem)
Proteasa de Streptomyces griseus Tipo V (Sigmad
Proteasa de Tritirachium album Tipo XI (Sigma>
Tripsina Mercx)
La concentracién de enzima empleada fue de 2 mg/ml a pH 7,5
durante 30 minutos a 372C., Tras la incubacion las muestras fueron

ensayadas para determinar la actividad enzimatica residual.
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195 Efecto de inhibidores enzimaticos

Se ensayé la accion de distintos inhibidores enzimaticos sobre
la actividad fosfatasa acida y alcalina parcialmente purificada. Las
concentraciones finales de los distintos inhibidores fueron de 5, 2
y 0,5 mM, excepto para el PMSF que se usé a 1, 0,4 y 0,1 nM.
Partiendo de soluciones madre 50 mM, excepto para el PMSF que lo
fue 10 mM. Los inhibidores utilizados fueron los siguientes:

Acido aspartico (Sigma>

Acido aurintricarboxilico (ATA) (Merck)
Acido citrico (Merck)

Acido malico (Merck)

Acido tartérico (Probus)

EDTA, sal disédica (Merck)
Fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) (Merck)
FNa (Merck)

Hidroxiquinoleina (Merck)
N-etilmaleimida (NEM) (Fluka)

Los inhibidores eran ©preparados en agua destilada e
incorporados directamente a las mezclas de reaccién enzimatica. En
todos - los casos se efectué la reaccion control en ausencia del
inhibidor, iniciadndose la reaccién por adicién de la muestra de
enzima.

En el caso del uso de NEM, se realizaron estudios paralelos
con cisteina a una concentracion final de 5 mM (solucidon madre 50

nM).
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19.6 Efecto de diferentes iones

Se ensayaron 19 especies iénicas, en forma de cloruros en su
mayoria y a conceniraciones de 0,1 , 1 y 10 mM. Todos ellos se
prepararon a una concentracién inicial de 200 mM en agua destilada.
Las sales utilizadas en su preparacién fueron las siguientes:
Cl=xA1.6H=0 (Merck) p.m. 241,45
Ci1(NH,) <(Panreac) p.m. 53,50
CizCd (Riser) p.m. 183,32
ClzCa (Merck) p.m. 110,99
Cl:Cs (Sigma> p.m. 168,40
C1zCo.6Hz0 (Probus) p.m. 237,95
ClzFe (Probus) p.m. 126,75
ClaFe.6Hz0 (Merck)> p.m. 270,30
ClLi (Panreac) p.m. 42,40
ClzMg.6H=0 (Merck) p.m. 203,30
Clz¥n.4H=0 (Merck) p.m. 197,91
ClzHg (Panreac) p.m. 271,50
ClzNi.6Hz0 (Carlo Erba) p.m. 237,30
ClX (Panreac> p.m. 72,00
ClzZn (Carlo Erba)> p.m. 136,28
Na:AsO4H.7H20 (Merck) p.m. 312,01
Na=PO.H (Panreac? p.m. 141,96
NazMo0a..2Hz0 <(Panreac) p.m. 241,98
CuS04 .5Hz0 (Probus) p.m. 249,69

Con objeto de precisar la accién de algunos cationes, se
realizaron estudios en presencia de EDTA con una relacidén EDTA/ién
de 1, usando concentraciones de 5 m¥ para ambos.

Las soluciones enzimaticas utilizadas fueron previamente
dializadas antes de su uso, para evitar la interferencia de los iones
presentes en los tampones de elucion utilizados durante el proceso
de purificacién. Para ello, se dispusieron las preparaciones

enzimaticas en tubos de dialisis Visking 8/32 o 20/32 previamente
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humedecidos, y se sumergieron en vaso de precipitado que contenia 2
litros de tampén Tris-ClH 10 mM pH 8,0 o acético-acetato 10 mM pH

4,0. El proceso duré lz horas y se desarrollé a 42C con agitacién.

19.7 Especificidad de sustrato

Se ensayaron como sustratos 19 ésteres fosféricos a una
concentracién final de 3 mM. Todos ellos se prepararon a una
concentracién inicial de 25 mM en agua destilada. La concentracién
para las formas de polifosfatos se refiere a concentraciones de
fosfato inorganico. Los ésteres utilizados fueron los siguientes:
Glucosa-6-fosfato, sal disodica (Boehringer Mannheim) p.m. 304,20
Glucosa-1-fosfato, sal disédica (Boeh. Mannh.) p.m. 376,20
Fructosa-6-fosfato, sal disédica (Boeh. Mannh.) p.m. 304,10
Fructosa-1,6-difosfato, sal trisédica ( Boeh. Mannh.) p.m. 550,20
Ribosa-5-fosfato, sal monobarica (Boeh. Mannh.) p.m. 473,50
Acido fosfoenolpiruvico, sal monosédica (Boeh. Mannh.) p.m. 208,00
B-glicerolfosfato, (Merck) p.m. 306,12
4-p-nitrofenilfosfato, sal disodica (pNPP) (Boeh. Mannh.) p.m. 371.10
Fenolftaleinadifosfato, sal disédica (Sigma) p.m. 566,20
o-naftolfosfato (Serva) p.m. 407,40
Piridoxal-5-fosfato (Sigma> p.m. 247,20
AMPc (Sigma) p.m. 329,20
Adenosin-5-trifosfato, sal triscdica (Boeh. Mannh.) p.m. 605,20
Adenosin-5-difosfato, sal monopotasica (Boeh. Mannh.) p.m. 501,30
Adenosin-5-monofosfato, sal disédica (Boeh. Mannh.) p.m. 499,20
Pirofosfato (Sigma) p.m. 265,90
Tripolifosfato, sal pentasodica (Sigma) p.m. 476,00
Polifosfato sedico Tipo 25 (longitud media de cadena = 28) (Sigma’
Polifosfato sodico Tipo 75+ (longitud media de cadena = 82) (Sigma)

La actividad enzimatica sobre los sustratos se expresa como

pmoles de fosfato inorganico liberados por minuto.
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20. ESTUDIOS DE CINETICA ENZIMATIZA

20.1 Caracteristicas cinéticas

En la determinacién de los valores de la constante de
Michaelis-Menten se midieron actividades enzimaticas con
concentraciones diferentes de sustrato. Para el p-nitrofenilfosfato
se utilizaron concentraciones de 0,7, 1, 1,25, 25, 5 y 10 mM. Para la
glucosa-6-fosfato las concentraciones fueron de 1, 1,5, 2, 4 y & mN.
En el caso del P-glicerolfosfato se usaron concentraciones de 1, 2,9,
5, 7,5 y 10 mM. Estas concentraciones de sustrato mantienen entre si
relaciones relativas que proporcionan incrementos inversos iguales,
facilitando las representaciones graficas posteriores.

Las actividades enzimaAticas fueron +también ensayadas en
presencia de diferentes concentraciones de inhibidores. En los
estudios con pNPP se utilizaron como inhibidores el fosfato y el
arseniato (8, 16 y 33 nM para ambos). En el caso de la glucosa-6-
fosfato se utilizé la glucosa como inhibidor (0,45, 0,75 y 1,25 M) y
para el B-glicerolfosfato se usé el glicerol (0,5 y 1,9 ¥).

Las medidas con pNPP se basaron en la deteccion del p-
nitrofenol formado y con los otros dos sustratos se estudié en
funcién del Pi liberado.

La representacion inversa de Lineweaver-Burk (1/v - 1/s
permitié deducir los valores de la Km. La representaciéon de las
pendientes de cada recta obtenida fremte a la concentracién de
inhibidor utilizada o de la inversa de la velocidad frente a la
concentraciéon de inhibidor (representacién de Dixon) permitio
deducir los valores de Ki. Estas representaciones nos indicaron el

caracter lineal o no de las inhibiciones observadas.
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20.2 Reaccién de transfosforilacionm

La capacidad de transfosforilacién de los enzimas fue
determinada por ensayo simultaneo del p-nitrofenol y del fosfato
inorganico liberado a partir del p-nitrofenilfosfato. La cantidad de
fosfato perdido por diferencia entre ambos se considera la cantidad
de fosfato inorganico transfosforilado.

La capacidad transfosforilante de la enzima alcalina fue
determinada sin ninguna variacién en la mezcla de incubacidn, dado
gue el tampén Tris proporciona los grupo hidroxi del alcohol para la
reaccién. Para la actividad acida, determinada en tampén acetato, lz
mezcla de incubacién fue adicionada con n-propanocl 50 mM.

La determinacion estandard de fosfato fue realizada bajo las
mismas condiciones para eliminar la posibilidad de interferencia por

n-propanol.
21. DETERMINACION DE OTRAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS

Actividad hexoquinasa
La determinacién de la actividad hexoquinasa fue basada en el
proceso acoplado con la accién de 1la glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa.
Glucosa + ATP = Glucosa-6-fosfato = 6-fosfogluconolactona.

La primera etapa es catalizada por la hexoquinasa y la
segunda por la deshidrogenasa, con uso de una molécula de NADP™ que
es reducida basta NADPH. La aparicién de éste era seguida
espectrofotométricamente a 340 nm., E1 ATP puede ser sustituido por
otro tipo de molécula con enlaces ricos en energia, segun la
especificidad de la hexoquinasa para este sustrato.

La mezcla de reacciéon utilizada contenia 6,5 umoles de ATP o

6,5 pmoles de PPi o 6 pmoles de polifosfatos (Sigma Tipo 75+), 200
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pmoles de tampon Tris-C1H pH 7,8, ClzMg 10 pmoles, glucosa 10
pmoles y 0,83 wunidades de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(Boehringer Mannheim), extracto celular (con un contenido aproximado
de 0,1 mg de proteina) y agua destilada hasta 1 ml. La reaccién se
iniciaba al afiadir 0,5 pmoles de NADP* (Boehringer Mannheim).

La actividad especifica se expresa como nanomoles de NADPH
producido por minuto y mg de proteina. El coeficiente de extincion

molar utilizado fue de 6,22 x 10% cm®/mol.

Actividad malato deshidrogenasa

La L-malato-NAD-oxidorreductasa fue ensayada por medida de la
oxidacion del NADH a 340 nm en presencia de oxalacetato. La mezcla
de reaccion contenia Tris-ClH pH 7,5 75 umoles, oxalacetato 1 umol,
NADH (Boehringer Mannheim> 0,3 pmoles, 0,25 ml de sobrenadante de
cultivo y agua destilada hasta 1 ml.

Actividad desoxirribonucleasa
El ensayo de 1la actividad DNAasa se realizé siguiendo el

procedimiento descrito por MacDonald (1955).

Actividad proteolitica
la actividad proteolitica fue ensayada de acuerdo con Haska y
Noren (1967)5.

22. ESTUDIOS DE LOCALIZACION CITOQUINICA DE LAS ACTIVIDADES
FOSFATASAS CELULARES

En los estudios de localizacién citoquimica se partic de
cultivos liquidos (100 ml) en Tripticasa 0,75%. Las células fueron
recogidas a mitad de la fase exponencial de crecimiento (D.0, 0,5-
06> y fueron lavadas dos veces en el tampén posterior de

incubacién, concentrandose diez veces el volumen.
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Tras el lavado, las células fueron incubadas durante 30
minutos en una solucién que contenia tampén Tris-maleico 10 mM (pH
5,0 para el estudio de la actividad fosfatasa acida y pH 8,0 para la
fosfatasa alcalina), sacarosa 5%, p-nitrofenilfosfato 3 mM y -
glicerolfosfato 3 mM. La incubacion se realizé en tubos de plastico,
con agitacién y a 282C. Tras este tiempo, se retiro por
centrifugacién esta solucién y se resuspendieron las células en una
solucién con el mismo tampén conteniendo citrato de plomo 3 mM. Se
incubaron las células por 15 minutos y posteriormente se lavaron en
el tampon sin la sal de plomo.

Despues de este tratamiento, las células fueron procesadas
para su observacién a microscopia electrénica como se comento
anteriormente.

Asi mismo se realizaron controles no incubados con sustratos
ni citrato de plomo. La actividad fosfatasa se detecta a microscopia
electrénica como precipitados densos a los electrones producidos por
la presencia de sales insolubles de plomo; Estas sales son fosfatos
de plomo, producidos por la combinacidén del fosfato, liberado por

las actividades fosfatasas, y el plomo soluble del medio.

23. ESTUDIO DE LAS ACTIVIDADES FOSFATASAS EXTRACELULARES

En el estudio de las actividades extracelulares se partio de
2500 ml de sobrenadante de cultivo, obtenido a partir de un cultivo
con una densidad éptica de 0,3, tras eliminar las células por
centrifugacién en frio.

Para su concentracién se utilizé acetona a -2092C, afiadiéndose
esta lentamente y con agitacién en bafic de hielo basta una
concentraciéon final del 20% <(v/v). El conjunto se mantuvo en
agitacién por 30 minutos en hielo y se centrifuge a 6.000 x g
durante 10 minutos a -52C, obteniendose un fino precipitado que se

resuspendié en tampén Tris-ClH 10 mM pH 8,0 con Clz=Mg 10 mM. Esta

1zz2
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suspension fue llevada a un frasco Bicher y la acetona eliminada por
calentamiento a 302C bajo presién reducida en rotavapor. La solucién
final fue utilizada en estudios posteriores.

Los ensayos de estabilidad frente al pH y enzimas se
realizaron Dbasicamente en las mismas condiciones que las ya
indicadas para los enzimas celulares, sustituyendo en cada caso los
enzimas celulares por 1los extractos concentrados de las actividades
extracelulares. Igualmente, los estudios de inhibicién con clioruro
amonico y fosfato potasico se realizaron en las mismas condiciones
que para los enzimas celulares.

La ultracentrifugacién de los sobrenadantes se realizé durante
60 minutos a 108.000 x g a 42C en una ultracentrifuga Beckman L5-
50, con rotor T-30. El sobrenadante y el precipitado obtenido,
resuspendido en tampén Tris-CiH 10 mM con Cl:Mg, fueron analizados

en su actividad fosfatasa.

el
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1. EFECTOS DEL FOSFATO SOBRE LA FISIOLOGIA DE Nyxococcus

corallaides D

El ié6n fosfato ejerce una marcada influencia sobre el
copportamiento autolitico de N. coralloides D (Fernandez-Vivas et
al.,, 1983). Asi mismo, otros estudios realizados en nuesiro
laboratorio pusieron de manifiesto que el proceso de fructificacién
de esta mixobacteria era inhibido por dicho ién (Gonzalez, 1935).
Por otro lado, y como se comenta en la Introduccion de este trabajo,
el fosfato puede afectar a diversas caracteristicas del metabolismo
'y fisiologia de los microorganismos. Todo ello nos llevo a estudiar
la posible accién del ié6m fosfato sobre algunos aspectos de ia
fisiologia de M, corailloides D. Asi, se estimé conveniente investigar
el efecto del fosfato sobre la produccidon de proteinas extracelulares

y sobre la sintesis de pigmentos.

1.1 Efecto del fosfato sobre la produccién de proteinas

extracelulares

Como se indicé em la Introduccién, una de las propiedades que
caracterizan a las mixobacterias, es la capacidad de secrecion de
una amplia variedad de Dbiopolimeros. Por ello se considerd
interesante el estudio de la influencia del fosfato sobre el proceso

de secrecidén de proteinas a los medios de cultivo.

Para la deteccién de proteinas extracelulares fue necesario
determinar la cantidad de proteina presente en los sobrenadantes de
cultivo endistintos momentos del crecimiento en medio liquidoc de ¥,
coralloides D (Tripticasa 0,79%). Muestras de cultivo en diferentes
fases eran centrifugadas a 8.000 x g durante 30 min a 42C, a fin de

eliminar las células. La cuantificacion de las proteinas se realizé
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por el método de Bradford, en el que no interfieren los aminoacidos
y péptidos presentes en el medio. El método de Lowry se comprobé
que no era el mas adecuado, dada la interferencia que estas
sustancias presentan con la deteccion de proteinas. '

Los resultados obtenidos, mostrados en la Figura 1, indican
que la cantidad total de proteina detectada aumenta paralelamente al
crecimiento celular. Asi, tras la fase estacionaria, coincidiendo con
la etapa de autolisis, se detectaron cantidades myy superiores de
proteina (no representado en la Figura 1). vaiamenfe, la presencia
de estas proteinas es debido al proceso de autolisis y no a un
proceso de secrecion. | ’

La cantidad de proteina detectada no aumenté durante la fase
estacionaria; el incremento se inici® con la fase de lisis. Durante
el crecimiento no se detecté actividad malato deshidrogenasa, un
enzima citoplasmético, pero si al inicio de la autolisis.

La presencia de distintas cantidades de fosfato en el medio
inicial de cultivo (0, 10, 20 y 30 mM) no influyeron sobre la
cantidad de proteina extracelular detectada; no obstante,
concentraciones de fosfato entre 20 y 30 mM provocaron un retraso
en la aparicién de la fase de autolisis, como ya era conocido
(Fernandez-Vivas et al., 1983).

En la Figura 1 también se puede observar como la produccién
de proteina eitracelular por célula fue constante a lo largo del
crecimiento exponencial. Igualmente en la fase de autolisis, este
valor aumenté (no representado) como consecuencia de la lisis
celular.

La cantidad de proteina extracelular detectada durante la fase
crecimiento oscilé entre 10 y 25 pg/ml. La proteina extracelular
producida por célula se situa en torno a 6-7 pg/10® células. Ambos
valores no se vieron afectados por la concentracién de fosfato del
medio de cultivo. Los resultados wmostrados en 1la Figura 1
corresponden a la produccién de proteina extracelular a una

concentracion de 20 m¥ de fosfato.
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Figura 1. Curvas de crecimiento de X. coralloides D a diferentes
concentraciones de tampén fosfato: 30 mM (e), 20 mM (O, 10 mX
(W) y sin tampén (3L, Produccién de proteinas extracelulares
durante el crecimiento en un medio con 20 mM de tampén fosfato: pg

proteina/ml () y upg proteina/10® células (0).
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1.2 Efecto del fosfato sobre la sintesis de pigmentos’

La observacién directa de los cultivos de M. éarallojdes D en

medio liquido (Tripticasa 0,75%), adicionado con diferentes

concentraciones de tampén fosfato, revelé una coloracién decreciente .
de los mismos a medida que aumentaba la molaridad del tampén
fosfato presente en el caldo.

Es conocido que el color de las células de las mixobacterias
es debido a una mezcla de pigmentos carotenoides y no carotenoides,
localizados en la membrana citoplasmatica (Reichenbach & Kleining,
1984). Los pigmentos de naturaleza carotenoide presentan sus
maximos de absorciéon entre 430 y 520 nm y los pigmentos amariliosr,

de naturaleza no carotenoide, entre 360 y 400 nm.

Los espectros de absorcién de extractos crudos en metanol de
cultivos liquidos en fase estacionaria, mostraron una disminucién en
los valores de absorbancia al aumentar la molaridad del tampén
fosfato (Figura 2). Sin embargo, este fenémeno no solo era producido
por el tampén fosfato, y asi la presencia de concentraciones
crecientes de tampones organicos (Tris, Hepes, Mops) en el medio,
producia un fenémeno similar (Figuras 3-5).

Aun cuando este efecto era Dbastante manifiesto, una
aproximacién més real del efecto observado en las determinaciones
de los espectros podia ser obtenido mediante la relacién entre el
incremento de absorbancia a los maximos observados y el contenido
en proteina de las células extraidas con metanol. Estos valores se
muestran en la Tabla 1. El aumento en la molaridad de los tampones
fosfato y Tris-ClH afecté a este cociente; especialmente en los
pigmentos carotenoides (para ambos tampones) y con mayor efecto
para los no carotenoides al usar el tampén Tris-ClH. En el caso de
los tampones Hepes y Mops el incremento por 3 veces de su molaridad

no llevé a un mayor descenso en la relacién AD.0./mg proteina
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Figura 2. Espectro de absorcién de los exiractos
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de celulas crecidas en medio sin tampén (1), con tampén Tris-ClH 10
m¥ 4) y 30 mM (5). Las medidas corresponden a un barrido de
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Figura 4. Espectro de absorcion de los extractos crudos en metanol
de células crecidas en medio sin tampén (1), con tampén Hepes 10 mK
(6> y 30 m¥ (7). Las medidas corresponden a un barrido de longitud

de onda entre 325 y 600 nm
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Figura 5. Especiro de absorcion de los extractos crudos en metanol
de celulas crecidas en medio sin tampén (1), con tampon Mops 10 mM
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De estos estudios, y colateralmente, se comprobé que los
tampones Hepes y Mops también podian retrasar la fase de autolisis
de los cultivos liquidos, si bien elhtampén fosfato resultaba ser el
mas eficaz en la prevencién de la lisis. El efecto de estos tampomes
organicos es apreciable a concentraciones de 10 mK. El tampén Tris-
ClH tiene una menor influencia en la prevencién de la lisis. En las
Figuras 6 a 9 se presenta la evolucién de los cultivos en las
condiciones estudiadas.

Paralelamente al seguimiento de la densidad éptica de los
cultivos, se procedi¢ a la medida del pH de los caldos, apreciadndose
un incremento de su valor a lo largo del crecimientc. Este
incremento vario entre 1,34 y 2,58 unidades de pH, siendo mas lento,
y con valores finales menores, en los tampones con mayor molaridad.
El aumento de pH observado puede deberse a 1la liberacion de
compuestos nitrogenados, como el i6n amonio u otros compuestos
aminados, por las células en crecimiento. La mayor molaridad del
tampon presente en el medio de cultivo ofrece una mayor capacidad

de tamponamiento frente a esta accidn.



RESULTADOS

TABLA 1. Relacién entre los valores de absorbancia de los extractos
crudos en metanol de cultivos liquidos en fase estacionaria y su
contenido en prbteinas. Los valores entre paréntesis corresponden a
la relacién entre el medio control, no tamponado, y el medio

tamponado correspondiente.

Tampén usad A D.0. 475-480 o3 5 D.0. 380 nm
Ninguno 0,546 ' 0,206
Fosfato (10mM) 0,300 (1,82) 0,222 (1,68)
Fosfato (30mM) 0,202 (2,70) 0,002 (2,23)
Tris-C1H (10m) 0,197 @,77 0,084 (2,45)
Tris-Cl1H (30mM) 0,115 4,74) 0,016 (12,8)
Hepes (10mK) 0,360 (1,51) 0,171 (1,20
Hepes (30m) 0,320 (1,66) 0,137 (1,50
Mops  (10mM) 0,394 (1,38) 0,144 (1,43
Mops  (30mM) 0,347 (1,57) 0,140 <1,47)
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Tiempo (h)

Figura 6. Curvas de crecimiento de M. coralloides D en diferentes
medios tampornados. Medio con tampon fosfato 30 mM (O,1), 10 nX
(0,2) y medio sin tampon (M,3). Las rectas inferiores (1,2,3)
representan las variaciones’ de pH (@) encontradas en los

sobrenacantes respectivos.
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Figura 7. Curvas de crecimiento de ¥. coralloides D en diferentes
medios tamponados. Medio con tampén Tris 30 mX (O,1>, 10 mX (O,2)
y sin tampén (M,3). Las rectas inferiores (1,2,3) representan las

variaciones de pH (@) encontradas en los sobrenadantes respectivos.
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Figura 8. Curvas de crecimiento de M. coralloides D en diferentes
medios tamponados. Kedio con tampon Hepes 30 m¥ «(O,1), 10 m¥
(0,2, y medio sin tampon (B,3). Las rectas inferiores (1,2,3)
representan las variaciones de pH (@ encontradas en los

sobrenadantes respectivos.
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Figura 9. Curvas de crecimiento de X, coralloides D en diferentes
medios tamponados. Medio con tampén Mops 30 m¥ (DO,1), 10 m¥ (O )
y sin tampon (M,3). Las rectas inferiores (1,2,3) representan las

variaciones de pH (@) encontiradas en los sobrenadantes respectivos.
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2. COMPUESTOS FOSFORILADOS EN Nyxococcus caralloides D

2.1 Determinacion de fosfato libre y fosfato polimerizado

La extracciéen y fraccionamiento de compuestos fosforilados se
basa en una metodologia convencional que ba sido aplicada a
numerosos microorganismos (Sutherland & Vilkinsom, 1971). El
proceso permite separar en dos grandes fracciones los compuestos
fosforilados. Asi, se habla de una fraccién acido soluble y otra
adcido insoluble.

La primera de ellas se obtiene tras un tratamiento con acido
en frio. Esta fraccion contiene nucledtidos, nucledésidos, azucares,
coenzimas, aminoacidos y otros metabolitos de bajo peso molecular
junto a una parte del total de fosfato libre o polimerizado de la
célula. En concreto, el tratamiento con &acido en frio extrae el
fosfato inorgénico libre y los polifosfatos con menos de 25 restos
de Pi.

El +tratamiento posterior con acido en caliente permite la
extraccién de las fracciones mayores de los é&cidos nucleicos y de

los polifosfatos de mayor tamafio (fraccién acido insoluble).

El proceso de extraccién completo requiere partiir de una
cierta masa celular, en torno a 200 mg, para ello se sembraron
matraces de 500 ml, en los casos de cultivos liquides (Tripticasa
0,75% y 0,25%) y lotes de unas 25 placas de medio solido (Agar
Levadura y CTA), para cada uno de las muestras en que se realizaron
los procesos de extraccion y medida.

A fin de comseguir la mayor homogeneidad posibie de las
muestras todos los lotes de placas y cultivos liquidos recogidos en
cada momento, para cada experiencia, se inocularon a partir de un
inéculo liquido comun. La siembra en medio so6lido se realizo
aplicando gotas de 50 pl sobre las placas de medio (6 gotas por

piaca’. En los estudios de germinacion de mixosporas se partié de
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 formas de resistencia inducidas con glicerol. La induccién se llevs a
cabo en matraces de 500 ml con el fin de obtener la masa necesaria
de mixésporas.

Las muestras obtenidas fueron congeladas a -709C y reunidas
para su tratamiento posterior conjunto. Los resultados corresponden
a la media de dos procesos completos e independientes de obtencién,

extraccion, fraccionamiento y medida.

Las determinaciones de fésforo permitieron diferenciar tres
fracciones: ortofosfato, fosfato 1abil y polifosfatos de cadena
larga. El1 contenido de estas fracciones se expresa, en todos los
casos, como pmoles Pi/g peso seco de células.El fosfato 1labil
representa el contenido en fésforo presente, como pirofosfato y en
polifosfatos de menor longitud. Las medidas de fésforo total, tras
la extracciéon con acido frio, permitié comprobar que la fraccién
acido soluble-acido estable era muy pequefia, menor de 2 umol Pi/ g
peso seco. Esta fraccién corresponderia a nucleétidos no adsorbidos
sobre el carbono activo y por los azicares fosforilados. El fésforo
total detectado, tras la extracciém en caliente, indica que 1la
desfosforilacién sufrida por los Acidos nucléicos tras este
tratamiento, aporta no mas de un 5% del valor del fosfato atribuido

a los polifosfatos de cadena larga.

La Figura 10 muestra la evolucién de las fracciones indicadas
durante el crecimiento en medio liquido. En medio con Tripticasa al
0,75% (un medio que permite alcanzar altas densidades celulares), la
fraccién de polifosfatos de cadena larga, aumenté su contenido
durante el crecimiento, especialmente al finalizar 1la fase
exponencial de crecimiento y comienzo de la fase estacionaria. La
fraccién fosfato 14bil mostré un comportamiento mas irregular,
mientras que el ortofosfato se mantuvo con valores proximos a los

12 pmol Pi/g peso seco.
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En medio con Tripticasa al 0,25%, que permite un crecimiento
mas pobre, resalta el contenido e incremento mayor de la fraccién de
polifosfatos durante la fase exponencial, con una posterior
disminucién en la etapa estacionaria. La fraccion fosfato labil
oscila de forma parecida a la anterior, mientras que el ortofosfato
fluctua entre 6 y 10 pmol Pi/g peso seco.

El contenido total de estas fracciones da unos valores de 53
a 80 pmol Pi/g peso seco para el primer medio y de 39 a 85 pmol
Pi/g para el segundo.

La Figura 11 muestra el contenido de estas mismas fracciones
durante el crecimiento de M. corallcides D en medio sélido. Los
perfiles sobre CTA y Agar Levadura presentan algunas diferencias,

Sobre CTA, donde esta mixobacteria crece vegetativamente, la
fraccion de ortofosfato sufre un incremento que le lleva a doblar su
valor, mientras los polifosfatos disminuyen durante el crecimiento.
La fraccién fosfato 1abil se muestra como la més estable. Sobre
Agar-Levadura, donde N. corallpides D lleva a cabo un proceso de
fructificacién, tambien el ortofosfato sufre un incremento sucesivo
en su contenido. Las otras dos fracciones disminuyeron inicialmente
para presentar un incremento final que corresponde en el tiempo con
el proceso de maduracién de los cuerpos fructificantes. El contenido
total de las fracciones varia entre 65 y 75 umol Pi/g peso seco en
Agar Levadura y 63 y 75 pmol Pi/g peso seco en CTA.

Los cambios sufridos durante la induccién de mixésporas con
glicerol y la germinacion de las mismas se muestran en la Figura
12. En la induccién se aprecia una disminucidén de la fraccién de
polifosfatos de mayor longitud y un aumento sucesivo en el contenido
de las otras dos fracciones. El contenido total muestra ligeras
variaciones en torno a 65 pmol Pi/g peso seco. En la germinaciém,
los poiifocsifatos no sufren variacion alguna, mientras se observa un
descenso en el contenido de las otras dos fracciones, asi como en el
total, durante las primeraz & horas. lLa fraccién fosfato 1abil,

inicia una recuperacién transcurrido este tiempo.
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En conjunto, y sin entrar en una discusién que se aplaza para
un apartado posterior, podemos destacar que el contenido de las tres
fracciones analizadas es diferente segin que el crecimiento de X.
coralloides D se realize en medio liquido o sélido. También se
observan diferencias para cada medio liquido o sélido en funcién
de su composicién. Las variaciones en el contenido de las fracciones
durante los procesos de induccién y germinacién de mixésporas son

cuantitativamente menores.
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Figura 10. Contenido en compuestos fosforilados de M. coralloides I

durante su crecimiento en medio liguido Tripticasa 0,75% (4) vy
Tripticasa 0,25% (B). Los valores se expresan como pmoles Pi/g peso
seco de células en ortofosfato (@), fosfato labil (0 ), polifosfatos

acido insolubles (B) y total cde las fracciones anteriores (0.
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Figura 1Z. Contenido en compuestos fosforilados de ¥, corslloides T
durante la induccien de mixésporas com glicerol (4) y germinacién de
las mismas (B). Los valores se expresan como pmoles Pi/g peso seco
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2.2 Deteccion de polifosfatos por nicrofséopia electrénica

La observacién al microscopio electrénico ‘dek células de X.
corallpides D crecidas en Tripticasa 0,75% o Tripticésa 0,25% revelo
la presencia en ellas de cuerpos densosf‘ a los electrones. Los
cultivos eran recogidos en fase estacionaria para el -primer medio y
al final del crecimiento exponencial en el segundo caéb. A

Los cuerpos de inclusién densos a los electromes se‘describen
como cuerpos de polifosfatos (Harold, 1966; Kulaev & Vag’abovv, 1983,
Estos cuerpos de inclusién se localizaron principalniente en‘ el
nucleoplasma de las células de ¥. coralloides D. ‘b \

El nimero de granulos variéo entre 1 y 4. Este 4ltimo namero -
solo se encontréo en celulas crecidas sobre Tripticasa 0,25%. El
numerc mAs comin encontrado en ambos tipos de cultivos fue de uno o
dos granulos por célula.

La Figura 13 muestra uma célula crecida sobre Tripticasa 0,25%
que presenta cuatro granulos de polifosfatos y la Figura 14 muestra
una célula cultivada en el mismo medio con dos granulos de

polifosfatos de gran tamafio.
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Figura 13. Observacién a microscopio electrénico de células de X.

coralloides D presentando inclusiones de polifosfatos. 31.500x.
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Figura 14. Observacién a microscopio electronico de células de K.

coralloides D presentando inclusiones de polifosfatos. 40.000x
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2.3 Deteccién de compuestos fosforilados por RMHE

La Figura 15 muestra el espectro de P*'-RMN de suspensiones
celulares de ¥. coralloides D recogidas al final del crecimiento
exponencial en medio Tripticasa 0,75%. Las sefiales reconocidas se
asignan como azucares fosforilados (3,65 ppm, 2,95 ppm y 2,85 ppm),
probablemente fructosa-1,6-difosfato y fructosa-6-fosfato; la sefial
a 2,26 ppm se describe como AMP o 3-fosfoglicerato, el pice & 1,26
ppm corresponde a fosfato inorganico y la sefial a 0,44 ppun
corresponde a glicerol-3-fosforiletanolamina y glicerol-3-
fosforiiserina. lLa seBal detectada a -0,85 Ppm  se asigna a
fosfatidilcolina y fosfoenolpiruvato.

La Figura 16 muestra el espectro de P“'-RMN de un extracto
celular obtenido por sonicacién y posterior centrifugacién de células
de M. coralloides D crecidas en iguales condiciones que
anteriormente. La sefial a 3.13 ppm es probablemente fructosa-1,6-
difosfato, el fosfato inorganico se asigna a 1,59 ppm y las sefiales
a 0,43 ppm y -0,89 ppm se corresponden como en el caso anterior a
glicerol-3-fosforiletanolamina y glicerol-3-fosforilserina para la
primera sefial y fosfatidilcolina y fosfoenolpiruvato para la
segunda. En este caso se detecta una sefial a -7,77 que se describe
er la bibliografia como debida al grupo p-fosfato del ADP ¥ dal ¥=
fosfato del ATP.

En conjunto los espectros permiten detectar la presencia del
fosforo celular en sus diferentes formas, libre como ortofosfato o
ligado en fosfomomoésteres y fosfodiésteres. Resalta que la
deteccion de nocledétidos solo se realiza en extractos celulares pero
no en celulas enteras. La deteccion del fosforo en forma no soluble,
como en lioe polifosfatos, ADF y ARN que forman grandes moleculas,
no es posibie con el uso de la espectrocopia de RMN en las

condiciones de trabajo empleadas.
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2.4 Estudio de la carga adenilada en los ciclos de vida de

Myxococcus coralloides D

Los nucleétidos adenilados constituyen una fraccion de ios
esteres fosfato simple de gran importancia en la célula. Dado que el
ATP, ADP y ANMP constituyen el sistema energético celular, el estudio
de sus niveles y de la carga energética adenilada, definida como la
relacion (ATF) + %(ADP)/CATP) + (ADP) + (ANF), puede ser util para

el conocimiento del estado metabolico de las ceélula de esta

N

mixobacteria durante las diferentes etapas de su ciclo de vida.

Los resultados derivados de los procesos de extraccion de
nucledtidos  adenilados y medida de ATP por ensayo de
bioluminiscencia, segun se detallé en el capitulo ae Material y
¥etodos, se muestran en las Tablas 3, 4 y 5. El contenido en ATF,
ADP y AKP se expresa como ug/10® células. La carga energética
adenilada se expresa como el cociente definido antericrmente.

ia Tabla 2 presenta los resultados obienidos durante el
crecimientc vegetativo en un medio liquide rico (Tripticasa 0,75% y
en otro con una menor concentracion de nutrientes (Iripticassa
0,25%). En el primer caso la carga energética adenilada oscila entre
0,82 y 0,84, mientras que en el segundo medio obtenemos valores de
0,6C a 0,63. El crecimiento en este medic es mas pobre y provoca,
también, un contenido menor en ATP y mayores niveles de ADP vy ANPE.

En loz estudios de carga energeética adenilada en medio sélido
y a pesar de loc diferentes formas de crecimientio que €e dan en los
tres medios solidos utilizados, ia carga energética hallada fue en
todos los casos muy similar, oscilando entre 0,72 y 0,82 (Tabla 3.
Tan soico & los siete dias de crecimiento sobre medio Agar levadurs
se detectt una disminucidén en los valores de la carga energética,
paralelamente a la aparicicn de los cuerpos Iructificantes. L&
posterior maduracién de estos (dias 8-11 y sucesivos: provocd una

era bajada ep e} valor de carga energetica, cue s2 estabiiizo en



KESULTADCOS

0,65. El contenido en ATP, ADP y ANP detectado sobre los medios con
Agar Levadura fue algo superior al presente en el medio CTA.

La induccion de mixésporas con glicerol 0,5 ¥, provoca un
proceso de diferenciacién celular que imita en algunas etapas al
proceso ocurrido durante la via normal de desarrollo de las
mixobacterias. lLas formas de resistencia obtenidas tras este proceso
de induccion y las formadas naturalmente, en el interior de los
cuerpos fructificantes, pueden restaurar el crecimiento vegetativo
tras el proceso de germinacién. Los valores mostrados en la tabla 4
indican que no hay cambios significativos en la carga energética en
el transcurso de estos procesos de induccién y germinacién.

El valor de la carga energética de las mixosporas de glicerol
es solo 1,2 veces superior al encontrado en las mixdésporas de
cuerpos fructificantes. Los valores de carga energética no sufrieron
modificaciones tras el emvejecimiento de estas formas de resistencia
durante tres semanas. Por otro lado el valor de 0,65 presente en las
mixosporas de cuerpos fructificantes aumenté rapidamente hasta 0,82

durante las primeras etapas de la germinacién.
En conjunto, se aprecia que los niveles de carga energética

adenilada permanecen constantes, con muy escasas variaciones,

durante todo el ciclo de vida de M. coralloides D.
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TABLA 2. Contenido en nucleotidos adenilados y carga energética

adenilada de células de ¥. corallcides D durante su crecimiento en

medio liquido.

Medio con Tripticasa al 0,75%

Tiempo ATP= ADF= AMP~ Total ATP/ADP C.E=
cultivo

10 13,71 3,88 1,00 18,59 3,53 0,84
24 14,31 3,03 1,58 19,82 3,64 0,82
34 16,72 3,72 152 21,96 4,75 0,84
48 16,80 3,20 1,91 21,01 5,25 0,83
55 16,60 3,72 1,74 22,06 4,46 0,83
80 4,85 6,44 2,68 13,97 0,75 0,57

¥edio con Tripticasa al 0,25%

Tienpo ATP= ADP= AMP* Total ATP/ADP C.E=
cultivo (h)

i@ 9,25 7,12 4,00 20,37 1,29 0,63
24 9,20. 7,16 4,90 21,26 1,28 0,60
34 10,14 7,31 4 .52 21,97 1,38 0,63
48 9,27 7,32 4,90 21,49 1,26 0,60
55 9,83 7,60 4,70 22,13 1,29 0,61
&0 4,42 9,25 6,41 16,08 0,47 0,89

“ Expresado como ug/10® celulas

& Carga energética dada como (ATP) + % (ADP)/(ATP>+ (ADP)+ (AMP>
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TABLA 3. Contenido en nucledtidos adenilados y carga energética
adenilada de células de M. coralloides D durante su crecimiento en

medio sdélido.

Medio CTA |
Tiempo ATP= ADP= AMP-  Total  ATP/ADF CE"
cultivo (d)
1 12,25 4,15 1,85 1825 = 2,95 0,78
3 14,10 4,27 1,92 20,29 3,30 10,80
5 11,15 5,01 1,87 18,03 2,22 0,75
7 10,15 4,85 195 16,95 2,09 0,74
11 9,17 4,66 103 15,76 196 0,72
Medio ALP
Tiempo ATP= ADP= AP  Total ATP/ADP C.E
cultivo ¢(d)
1 18,67 5,41 2,00 26,00 3,27 0,82
3 19,49 5,75 2,11 27,35 3,38 0,82
5 19,51 6,00 223 27,74 3,25 0,81
7 17,49 5,71 2,40 25,60 3,06 0,79
11 17,45 5,72 2,14 25,31 3,05 0,80

Medio Agar Levadura

Tiempo ATP= ADP= AMP= Total ATP/ADP C.E=
cultivo (d)
1 18,76 5,11 1,93 25,80 3,67 0,82
3 21,73 6,77 2,15 30,68 3,20 0,82
5 20,74 7,74 3,05 31,53 2,67 0,78
7 15,71 10,76 4,00 30,47 1,79 0,69
11 12,65 12,12 3,91 28,68 1,38 0,65

= Expresado como pg/10% células

& Carga energética dada como (ATP) + R(ADP)/(ATP)+(ADP)+ (AMP)

154



KESULTADOS
TABLA 4. Contenido en nucleétidos adenilados y carga energética
adenilada durante los procesos de induccisén Yy germinacién de

mixésporas de M. coralloides D.

Induccién de mixésporas con glicerol

Tienpo ATP= ADP= AMP= Total ATP/ADP C.E=
b
¢ 16,72 3,72 1,52 21,86 4,75 0,84
4 15,85 3,75 1,57 21,17 4,22 0,84
8 15,73 3,64 1,55 20,62 4,32 0,84
1z 14,31 3,65 1,49 19,45 3,92 0,83
24 14,12 3,38 1,45 19,45 4,17 0,81

Germinacién de mixésporas de glicerol

Tiempo ATP= ADP= A¥P~ Total ATP/ADP  C.E=
)
0* 13,77 3,43 1,41 18,61 4,01 0,83
12,10 3,11 1,20 16,41 3,89 0,83
& 13,20 3,10 1,21 17,51 4,25 0,84
iz 13,89 3,99 1,60 19,48 3,48 0,81

Germinacién de mixésporas de cuerpos fructificantes

Tiempo ATP= . ADP~ A¥P= Total ATP/ADP  C.E=
)
0+ 10,98 12,05 3,01 26,04 0,23 0,65
4 13,01 4,12 1,12 18,25 3,15 0,82
8 13,42 3,87 1,12 18,66 3,46 0,82
12 13,25 3,80 1,1 18,26 3,39 0,83

* Expresado como pg/10¥ céluias
© Carga energética dada como (ATP) + %(ADP)/(ATF)+ (ADE)+ (ANP)
“7* Valores presentes en mixosporas de glicerol y de cuerpos:

fructificantes,respectivamente, desecadas durante ires semanas
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3. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD HEXOQUINASA EN Ayxococcus coralloides D

Recordemos dos aspectos citados en la introduccién. Por una
parte, comentabamos que era improbable que ¥. xanthus utilizara 1la
via glucolitica para la conversién de la glucosa en piruvato. En X.
xanthus se ha descrito una hexoquinasa dependiente de PPi, pero no
se ha encontrado actividad hexoquinasa dependiente de ATP. De otra
parte, y al considerar el papel de los polimeros de fosfato
inorganico en la célula, indicabamos que estas formas polimerizadas
juegan un cierto papel en el metabolismo energético celular.

Asi, la actividad hexoquinasa dependiente de PPi encontrada en
¥. xanthus no es un caso aislado, sino uno mas de las descripciones
de enzimas que utilizan formas alternativas al ATP como fuente de
energia en los procesos del metabolismo celular. Sin embargo, la
actividad hexoquinasa ATP dependiente ha sido descrita ken otras
mixobacterias como Folyangium cellulpsum (Sarao et al., 1985),
Stigmatella brunpea (McCurdy & Khouw, 1969) y Corallococcus
(Myxococcus)coralloides Cc cl27 (Irschik & Reichenbach, 1985).

Por todo ello, nos parecié de interés el estudio de 1la
actividad hexoquinasa en X, coralloides D.

La tabla 5 muestra los valores de actividad hexoquinasa ATP,
PPi y polifosfato dependiente encontrados en extractos libres de
células de M. coralloides D.

Como podemos observar, se detecté la presencia de actividad
hexoquinasa ATP y polifosfato dependiente, pero no se encontré
actividad PPi dependiente. La actividad ATP-dependiente detectada es
5 veces mayor que la actividad polifosfato-dependiente. Estos
resultados confirman la actividad hexoquinasa ATP dependiente
encontrada en oiras razas de M. coralloides (Irschik & Reichenbach,
1985). Sin embargo, la actividad PPi dependiente, descrita en X,
xanthus, no fue detectada en este caso, aunque si se detecté una

actividad dependiente de polifosfato.
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TABLA 5. Actividad hexoguinasa en extractos libres de células de X,

coralloides D.

ATP-hexosa-6-fasfotransferasa 44
PPi-hexosa~-6-fosfotransferasa 0
Polifosfato-hexosa-6-fosfotransferasa 8,5

&

Expresada como nmoles de NADPH producidos por minuto mg de
P I y mg

proteina
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4. ESTUDIOS PREVIOS SOBRE PRODUCCION DE FOSFATASAS

4.1 Ensayos de actividad fosfatasa in situ

Las células permeabilizadas proporcionan un sistema adecuado
para un ensayo rapido de los enzimas celulares. lLa porosidad de las
envueltas celulares puede verse aumentada por el tratamiento con
diversos agentes, detergentes y alcoholes o mezclas de ambos. El
incremento en la porosidad celular permite la entrada a la célula de
sustratos a los que usualmente no es permeabie.

Diversos agentes bhan sido utilizados para permeabilizar
células vegetativas, mixésporas de glicerol y de cuerpos
fructificantes de ¥M. coralloides D. El efecto de cada agente sobre la
actividad en ceélulas vegetativas fue comparado con la actividad
detectada en extractos libres de células no permeabilizadas y en
extractos libres de células previamente tratados. Las
concentraciones en % (v/v) se indicaron en el correpondiente

apartado del capitulo de Material y Métodos.

De todos los agentes utilizados, el tolueno fue el mas efectivo
para permeabilizar las células vegetativas de N. coralloides D. Estos
resultados se muestran en las Tablas 6 y 7. El tratamiento con este
agente permitic detectar el 60% de la actividad fosfatasa acida y el
66% de la actividad alcalina presente en los extractos control. Su
empleo disminuyé en solo un 5-12% la actividad enzimatica como
mostraron los extractos control permeabilizados. Los resultados
muestran las actividades detectadas tras 5 minutos de exposicién al
agente permeabilizante,.

En las tablas & y 9 se muestra que el dimetilsulféxido (DM3SD)
y el tolueno son los agentes mas efectivos para permeabilizar las
mixésporas de glicerol y de cuerpos fructificantes. En este caso el

tratamiento se prolonge por 15 minutos. El tratamiento durante &
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minutos permitié detectar una actividad algo menor, en tornoc al 60%
de la obtenida tras una exposicien de 15 min. La prolongacién por
mas de 20-25 min produjo algunos problemas en la recogida de las
mixésporas tratadas, provocando dificultades en la reproduccion de
los resultados tras varios ensayos. En el estudio de las mixésporas
no se llevaron controles con extractos celulares dada la dificultad
encontrada para poder rbmper estas formas de resistencia; asi la
eleccion del agente permeabilizante se realizé en base a la relacién
entre las actividades detectadas tras el tratamiento con cada uno de

ellos.

Dado que el tolueno permitia obtener buenos resultados con las
tres formas celulares y su toxicidad es menor que la del DMSO, se
eligié a esta sustancia para la permeabilizacién celular epn los

ensayos de actividad fosfatasa in sitw.
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Tabla 6. Actividad fosfatasa Aacida en células vegetativas de XN.

coralloides D tratadas con diferentes agentes permeabilizantes,

Fosfatasa acida#

%Control flo

Agente in situ control permeab. i)ermeabilizadov
‘ In situ  c.permeab.
SDs 0,044 0,063 8 12
TritonX-100 0,068 0,087 12 16
Eter etilico 0,248 0,583 46 71
DMSO 0,296 0,388 55 72
Tolueno 0,327 0,388 60 72
Metanol 0,259 0,350 50 65
Tol-Met. 0,251 0,353 46 65
TET= 5:4:1 0,064 0,082 12 15
TET 3:4:1 0,047 0,087 9 16
TET 1:4:0,2 0,055 0,120 10 22
Etanol 0,246 0,392 45 72
Cloroformo 0,265 0,403 49 75
2-propanocl 0,261 0,330 48 61
Iscamilico 0,270 0,396 50 73

* Actividad especifica dada como AD.0.410nm/min.mg proteina

© Tolueno-Etanoi-Tritén X-100
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Tabla 7. Actividad fosfatasa alcalina en células vegetativas de ¥.

coralloides tratadas con diferentes agentes permeabilizantes,

Fosfatasa alcalina®

%Control no

Agente in situ control permeab. permebilizado
in situ  c.permeab.
SD& 0,017 0,018 6 6
TritonX-100 0.036 0,037 12 13
Eter etilico 0,106 0,121 37 42
DESC 0,124 0,151 43 53
Tolueno 0,188 0,203 66 71
Metanol 0,186 0,215 65 75
Tol-Met. 0,181 0,224 63 78
TET= 5:i4:1 0,036 0,041 1z 14
TET 3:4:1 0,032 0,038 11 13
TET 1:4:0,2 0,021 0,028 7 10
Etanol 0,087 0,201 30 70
Cloroformo 0,082 0,174 29 61
2-propanol 0,128 0,186 45 65
Isoamilico 0,086 0,178 30 62

* Actividad especifica dada como AD.0.410nm/min.mg proteina

& Toplueno-Etanol-Triton X-100
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Tabla 8. Actividad fosfatasa acida y alcalina en mixésporas de

glicerol de X,

coralloides

permeabilizantes.

Fosfatasa acida=

D tratadas con ~diferentes agentes

" Fosfatasa alcalina=

Agente in situ % maxima in situ % maxima
SDS 0,022 18 0,013 21
TritonX-100 0,036 29 0,019 31
Eter etilico 0,106 85 0,051 84
DMSO 0,125 100 0,061 100
Tolueno 0,125 100 0,060 28
Metanol 0,117 94 0,057 93
Tol-Met. 0,106 85 0,057 93
TET= 5:4:1 0,036 29 0,022 36
TET 3:4:1 0,023 18 0,013 21
TET 2:4:1 0,022 18 0,015 25
TET 1:4:0,2 0,018 14 0,010 16
Etanol 0,100 80 0,085 90
Cloroformo 0,082 66 0,050 82
2-propanol 0,092 74 0,049 80
Iscamilico 0,098 78 0,055 90

* Actividad especifica dada como AD.0.410nm/min.mg proteina

* Tolueno-Etanol-Triton X-100
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Tabla 9. Actividad fosfatasa acida y alcalina en mixésporas de

cuerpos fructificantes de M. coralloides D tratadas con diferentes

agentes permeabilizantes.

Fosfatasa acida=

Fosfatasa alcalina=

Agente in sity % maxima In situ % MmAxima
SDS 0,013 21 0,005 19
Triton 0,016 26 0,010 38
Eter etilico 0,055 90 0,024 g2
DKSO 0,060 98 0,026 100
Tolueno 0,061 100 0,025 96
Metanol 0,057 83 0,024 92
Tol-Met, 0,059 97 0,025 96
TET= 5:4:1 0,009 15 0,005 19
TET 3:4:1 0,010 16 0,005 19
TET 2:4:1 0,010 16 0,004 15
TET 1:4:0,2 0,012 20 0,004 15
Etanol 0,046 80 0,022 85
Cloroformo 0,047 77 0,021 80
2-propanol 0,050 82 0,021 80
Isocamilico 0,062 & 0,020 77

“ Actividad especifica dada como AD.0.410nm/min. mg proteina

* Tolueno-Etanol-Triton X-100
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4.4.2 Medios de crecimiento y produccién

Los medios liquidos habituales para el crecimiento disperso de
las mixobacterias estan constituidos por hidrolizados de proteinas.
De forma similar los medios definidos descritos para algunas
especies se componen basicamente de aminoacidos, con un aporte
adicional de vitaminas y sales.

Se ensayaron diversos medios liquidos de crecimiento
constituidos por hidrolizados de proteinas (peptonas), extracto de
levadura y proteinas microbianas. X¥. coralloides D crecid
deficientemente en hidrolizados Acidos de caseina (Casaminoacidos,
Difco) y extracto de levadura (BBL)>. El crecimiento fue muy superior
sobre diversos hidrolizados enzimaticos de proteinas: peptona de
carne (ADSA), peptona de soja <(Phytona, BBL), peptonas de caseina
(BactoCasitone, Difco y Tripticasa, BBL) y peptona de carne y
caseina (Polipeptona, BBL). Los hidrolizados enzimaticos de proteinas
microbianas también permitieron un adecuado crecimiento de esta
mixobacteria (Biopeptona H y Bioproteina L, Hoechst).

Todos los medios fueron utilizados al 1%, uséandose tampén
fosfato 10 mM pH 6,5 y SO.Mg al 0,1%. El crecimiento celular fue
paralelo a un aumento del pH del medio de cultivo, como habia sido
observado anteriormente, alcanzandose valores de pH finales
superiores a & en- los casos de mayor crecimiento. En la Tabla 10 se
muestra el mAximo crecimiento observado en los diferentes medios
ensayados y el pH final de los caldos de cultivo. La actividad
fosfatasa detectada en ensayos in situ de células procedentes de
cultivos de densidad optica media <(0,4-0,5), no revelé grandes
diferencias en la actividad especifica entre los diferentes medios.

Dada la mayor homogeneidad de los lotes comerciales de
Tripticasa (BBL), la mejor disponibilidad de este sustrato, el mayor
y mas rapido crecimiento de K. coralloides D sobre esta peptona y
su menor coste, fue elegida para el medio liguido de crecimiento de

esta mixobaxteria.
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Tabla 10, Crecimiento y actividad fosfatasa de X. coralloides

by

sobre diversos medios de cultivo

Fosfatasa
Medio D.0sxsew pH celular® sobrenadante®
maxima final AC AL AC AL

Peptona (ADSA) 0,86 7,76 0,67 0,34 0,30 0,10
Polipetona 0,03 8,12 0,68 0,36 0,28 0,14
Biopeptona H 0,90 3,46 0,64 0,28 0,35 0,18
Phytona 1,07 8,37 0,57 0,26 0,40 0,22
Extracto lev, 0,52 7,20 nd nd nd nd
Casaminoacidos 0,26 6,61 nd nd nd nd
Bioproteina L 0,95 8,11 0,58 0,25 0,37 0,26
Bactocasitone 0,82 8,43 0,65 0,34 0,24 0,14
Tripticasa 1,17 8,63 0,68 0,30 0,30 0,20

# Actividad expresada como AD.0.410nm/min. mg proteina
© Actividad expresada como U/mi

nd (no determinada>
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Siendo necesario obtener grandes masas celulares en el
proceso de purificacién posterior, se buscé optimizar otros
parametros del crecimiento de esta mixobacteria. La Tabla 11 muestra
como el crecimiento fue mayor a una concentracién del 0,75% de
Tripticasa (BBL), pH inicial de 6,5 y 332C., Las actividades
especificas encontradas en cultivos de densidad é6ptica media fueron
similares en todos los casos. El crecimiento a 332C permite obtenmer
una mayor densidad celular pero requiere una agitacién mayor para
mantener el cultivo disperso, por ello se mantuvieron las

condiciones de 282C y pH 6,5. Los cultivos se realizaron en matraces

de un litro con 500 ml de medio.

Posteriormente se obtuvieron hasta 7 litros de cultivo,
gracias al empleo de un fermentador de laboratorio Braun Biostat E,

en las condiciones de uso indicadas en la seccién de Material y
Métodos.



RESULTADOS

Tabla 11. Crecimiento y actividad fosfatasa de N. coralloides D
sobre Tripticasa en diferentes condiciones de cultivo.

Fosfatasa
Condiciones D.Deso pH celular= sobrenadantes*™
de cultivo maxima final AC Al AC AL
Triptic. 0,1% 0,26 7,23 nd nd nd nd
Triptic. 0,25% 0,63 8,17 0,62 0,30 0,32 0,18
Triptic. 0,5% 0,89 8,69 0,68 0,31 0,29 0,19
Triptic. 0,75% 1,25 8,53 0,68 0,30 0,30 0,19
Triptic. 1% 1,17 8,63 0,68 0,30 0,30 0,20
Triptic. 2% 0,77 5,67 0,65 0,29 0,28 0,20
Triptic. 0,75%
pH 6,5, 282C 1,25 8,53 0,68 0,30 0.30 0,19
Triptic. 0,75%
pH 6,5, 339C 1,60 8,85 0,87 0,30 0,31 0,19
Iriptic. 0,75%
pH 7,2, 282C 1.19 8,87 0,866 0,30 0,32 0,18
Triptic. 0,75%
pH 7,2 33¢C 1,23 5,77 0,65 0,31 0,30 0,18

= Actividad expresada como
“ Actividad expresada como

ndé (no determinado?

sD.0.410nm/min. mg proteina

J/ml

IG7
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4.3 Cinética de produccion

En la Figura 17 se muestra la curva de crecimiento de X,
coralloides D en las condiciones de cultivo elegidas para la
- produccién de fosfatasas. Simultaneamente se representa la cinética
de produccion de estos enzimas. La actividad total y especifica
ligada a células aument¢ paralelamente a la densidad del cultivo,
para disminuir durante la fase de lisis. La actividad fosfatasa
encontrada en los sobrenadantes (U/ml) siguio un curso distinto,
encontrandose una mayor actividad al inicio del crecimiento
vegetativo, apreciandose un posterior descenso. El aumento siguiente

en la actividad de los sobrenadantes coincidié con la lisis celular.
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Figura 17. Curvas de crecimiento y produccion de fosfatasas por X
coralloides D en medio con Tripticasa 0,75%. Crecimiento referido
como densidad optica a 650 nm (%) . Actividad especifica acida (0O
y alcalina (M) ligada a células, expresada como 4D.0.410 nm/min.mg
proteina. Actividad acida (0) y alcaiina (@) en sobrenadantes,

expresada como U/mi.
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5. ACTIVIDAD FDSFATASA DURANTE EL CICLO DE VIDA DE XN. caralloides D

M. coralloides D puede seguir un ciclo de vida vegetativo con
sucesivas divisiones binarias, tanto en medio sélido como liquido,
Frente a este simple ciclo de vida vegetativo y como es
caracteristico en las mixobacterias, ¥. coralloides D puede llevar a
cabo un ciclo de desarrollo que finaliza con la aparicién de cuerpos
fructificantes y la diferenciacién de sus bacilos vegetativos en
formas de resistencia, conocidas como mixésporas. Las
caracteristicas de este proceso de desarrollo fueron ampliamente
comentadas en la introduccién de esta memoria.

Estudiada la actividad fosfatasa en ¥. coralloides D durante
Su crecimiento vegetativo en medio liquido, se consideré interesante

el estudio de estas actividades durante los procesous de desarrollo.

5.1 Actividad fosfatasa durante el crecimiento en medio sélido

Los medios sélidos nos permitieron estudiar y comparar estas
actividades durante el crecimiento vegetativo y el proceso de
fructificacién. M. coralloides D crece vegetativamente sobre medio
CTA (Casitone Agar) y fructifica en medio Agar Levadura.

La Figura 18 muestra la actividad fosfatasa acida y
alcalina en ambos medios. El perfil de actividad durante el
crecimiento vegetativo muestra un maximo durante el desarrollo de 1a
colonia para disminuir en paralelo a su envejecimiento. La actividad
apreciada durante el crecimiento y desarrollo de cuerpos
fructificantes sobre Agar Levadura mostré dos picos de maxima
actividad, siendo sus valores mayores que los detectados durante el
crecimiento vegetativo.

El proceso de fructificacién sobre Agar Levadura es inhibido
por la adicion a este medioc de fosfato inorganico 20 mM (Gonzalez,
1985). La determinacién de la actividad fosfatasa durante el
crecimiento en esie medio mostré un perfil mas similar al

encontrado durante el crecimiento vegetativo sobre Casitone Agar.
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Figura 18. Actividad fosfatasa ep células de ¥. coralloides D durante
su crecimiento en medio solido. Medio CTA (4s, Agar levadura (B) y

medio ALP (C). Actividad fosfatasa acida (0 y aicalina (@),
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5.2 Actividad fosfatasa durante la induccién de mixésporas
La Figura 19 muestra que las actividades especificas de ambas

fosfatasas aumentaron durante las primeras horas del proceso de

induccitn de mixésporas con glicerol 0,5 M. En las mixésporas de

glicerol maduras (24 h) las actividades ligadas a células fueron un
40-60% menores que las presentes en las células vegetativas. La
actividad presente en los sobrenadantes también sufrié um incremento
er el proceso de induccién para desaparecer posteriormente toda
actividad. Tampoco se detecté actividad alguna tras resuspender por
varias horas a las mixésporas maduras en solucién salina. Los
cambios morfolégicos observados durante la induccién se comentan en
la Figura 19.

Ensayos de actividad proteolitica durante el proceso de
induccién de mixoésporas pusieron de manifiesto la presencia de esta
actividad en los caldos de cultivo. La actividad proteasa podria ser
responsable de la desaparicién de la actividad fosfatasa previa

presente en los sobrenadantes.
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A D.0.410nm/min.mg proteina

u/ml
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Tiempo (h)
Figura 19. Actividad fosfatasa durante la induccién de mixésporas
con gliceroi 0,5 K. Actividad celular (A) y en sobrenadantes (B).
Actividad fosfatasa acida (0O) y alcalina (@). La actividad en los
diferentes momentos corresponde a las siguientes morfologias
ceiviares: { h <{(celulas vegetativas), & b <(bacilos acortados), & b

(esferas no refréctiless, 12-18 h ({(esferas refractile

s
n

;.

=)y 24 b
(mixosporas maduras’.
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5.3 Actividad fosfatasa durante la germinaciéon de mixésporas

En la germinacién de mixosporas de glicerol (Figura 20)
apreciamos un aumento lineal de la actividad especifica celular
hasta alcanzar los valores propios de las células vegetativas, al
finalizar el proceso de germinacién. Sin embargo, en la germimacién
de mixésporas de cuerpos fructificantes la actividad especifica
celular alcanzé un maximo durante la germinacién para descender
posteriormente hasta los valores de las células vegetativas. El
modelo de actividad fue similar para ambas fosfatasas (Fig. 20).

Por el contrario, el perfil de actividad encontrado en los
sobrenadantes fue similar para los dos tipos de mixésporas. Asi
mismo, para ambos no Se detecto actividad extracelular antes del
inicio de la germinacién en medio fresco (Fig. 21). Los cambios de

morfologia durante la germinacién se describen en la figura 20.
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Figura 20. Actividad fosfatasa celular durante la germinacién de
miXosporas ae giicerol (O ) y de cuerpos fructificantes (@),
Activicac fosiatasa acica (A) y aicalina (B,. lLa activicad a los
diferentes tiempos corres.ponce a los siguientes  cambios
moriologicos: 0 b (mixosporas), & h (esferas no refractiies), 5-9 &

4

(células injciando la elongacion) y 11 b (bacilosy.

175



RESULTADDS

U/ml

Tiempo (h)

Figura 21. Actividad fosfatasa detectada en sobrenadantes durante la
germinacién de mixosporas de glicerol (0) y de cuerpos
fructificantes (®). Actividad fosfatasa acida (4) y alcalina (B).

Los cambios morfolégicos de las células son los mismos gque los

descritos en la figura anterior.
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6. ESTUDIO DE LAS FOSFATASAS DE Nyxococcus coralloides D

6.1 Purificacion parcial de los enzimas celulares

6.1.1Estudios previos a la purificacioén

Los estudios previos llevados a cabo tuvieron un doble
objetivo; por un lado establecer el estado fisiologico éptimo del
cultivo para obtener el material de partida en el proceso de
purificacion y, por otra parte, estudiar el efecto de las fuentes de
fosforo presentes en el medio de cultivo, sobre las actividades
fosfatasas celulares.

En relacién al primer punto, y partiendo del extracto libre de
células obtenido tras centrifugar el sonicado celular, se ensayé la
actividad fosfatasa a pH 4,5 y 8,5 con pNPP como sustirato comun. De
acuerdo con los resultados anteriores de emnsayo in situ se detecté
actividad para ambos pHs. Este ensayo se realizo sobre sonicados
procedentes de 500 ml de cultivo en las condiciones fijadas
anteriormente. La actividad fosfatasa se valoré en cultivos al
inicio, mitad y final de la fase exponencial de crecimiento (D.0.ese
de 0,2, 0,6 y 0,8, respectivamente). Loz resultados mostraron una
mayor actividad total y especifica en los cuitives al final del
crecimiento exponencial, por lo que se partid de cultivos con una
densidad é6ptica de entre 0,75 y 0,9, En todos los casos se detectd
actividad a pH acido y alcalino, con un incremento de actividad con
la densidad del cultivo, como se muestra en la Tabla 12.

Por otra parte, y como se comenté en la Introduccion, las
fosfatasas pueden ser reprimidas por la presencia de fosfato
inorganico en el medio de crecimiento. Si bien la deteccion de
niveles considerables de actividad fosfatasa en el medic de
iripticasa con tampon fosfato 10 mM parecia indicar que en este
Cas0 no se producia una represion por este metabolito, se realizaron

estudios  suprimiencc el  tampon del medic v elevando  eu
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concentracién hasta 30 mM. Los datos obtenidos no mostraron
diferencias con los iniciales.

Las fosfatasas - reprimibles por f{fosfato inorgénico se
caracterizan por un elevado incremento de sus niveles cuando las
condiciones del medio son limitantes en Pi. El medio Tripticasa al
0,75% fue analizado en su contenido en Pi, resultando contener unos
niveles de 1 mM de fosfato inorganico, - proporcionado por la
preparacion comercial de peptona. Esta concentracién no suele ser
considerada como limitante para el crecimiento y de hecho X.
coralloides D alcanza elevadas densidades en este medio sin ninguna
adicitn externa de fosfato. En la busqueda de un medio con mas baja
concentracion de fosfato, se ensaydé el crecimiento en un medio
minimo adicionado con 0,05 mM y 1! mM de fosfato potasico.
Anteriormente a la siembra en este medic se procedid al cultivo
sucesivo de la mixobacteria en concentraciones decrecientes de
Tripticasa, desde el 0,75% al 0,1%, con el fin de habituar su
crecimiento a un medio limitado en nutrientes, si bien el tampémn
fosfato se mantuvo a concentraciones de 10 mK. El crecimiento en el
medio minimo alcanzd® una densidad éptica maxima de 0,3 despues de
130 horas de cultivo, para entrar luego en una fase de lisis., El
indéculo se realizé con 3 ml de un cultivo en Tripticasa al 0,1%
lavado, tres veces en el nuevo medio minimo. El crecimiento fue
similar tanto a la concentracidon de 0,05 nmM de fosfato como a la de
1 mM. La densidad Optica maxima de 0,3 es la alcanzada también por
los cultivos en Tripticasa al 0,1%.

Los cultivos en medio wminimo (40 ml) fueron recogidos y
sonicados, midiendo la actividad fosfatasa presente en los extractos
libres de células. La actividad total fue pequefia, dada la poca masa
celular recogida, pero la actividad especifica es comparable com la
presente en loes cultivos de Tripticasa ae igual densidad éptica
(Tabla 12). Los mniveles de actividad total y especifica fueron

semejantes con ambas concentraciones de fosfato, No se aprecid, por
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tanto, ninguna variacion en los niveles de actividad como respuesta
a una limitacién de Pi.

Anteriores ensayos  in situ de la actividad fosfatasa de
celulas cultivadas en presencia de f-glicerol-fosfato habian
indicado la presencia de mayores niveles de actividad fosfatasa
(Gonzalez, 1985). Sin embargo, estos resultados in ity npo han
podido ser comprobados en extractos libres de células, donde la
actividad total y especifica detectada no es significativamente
mayor a la presente en células crecidas en medio no adicionado con
este sustrato (Tabla 12).

Por otra parte la posible induccién de la actividad fosfatasa
por fosfato ligado al sustrato organico de crecimiento (Tripticasa»
queda descartada con el uso del medio minimo y con los niveles de

actividad detectados en é1.

De acuerdo con estos resultados, se estimé conveniente, para
posteriores estudios de purificacién, partir de extractos libres de
células, obtenidos como se detalla en el capitulo de Material vy
Métodos. Los extractos procedieron inicialmente de un litro de
cultivo. Para disponer de mayor cantidad de masa celular se utilizo
un fermentador Braun Biostat E que permitia obtener hasta 7 litros

de cultivo.
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Tabla 12. Efecto de las fuentes de fésforo presentes en el medio de
cultivo sobre la actividad fosfatasa éacida y alcalina ligada a

células de X. coralloides D.

Medio D.0ssonm Actividad fosfatasa™
aAcida alcalina
Trip. + 10 nX¥ Pi 0,2 0,00 0,24
Trip. + 10 nX¥ Pi 0,6 0,66 0,30
Trip. + 10 n¥ Pi 0,8 0,95 0,54
Trip. + 30 mM Pi 0,2 0,51 0,24
Trip. + 30 m¥ Pi 0,6 0,69 0,37
Trip. + 30 m¥ Pi 0,8 1,02 0,56
Trip. + 20 mM PGB~ 0,2 0,56 0,26
Trip. + 20 mM¥ BGP 0,6 0,70 0.38
Trip. + 20 m¥ BGP 0,8 1,05 0,56
Medio minimo + 0,05nX Pi 0,25 0,54 0,22
Medio minimo + 1 mM Pi 0.25 0,50 0,22

* Actividad dada como aD.0 410 nm/min.mg proteina

= B-glicerolfosfato
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6.1.2 Cromatografia en Sephacryl S-200

El extracto libre de células se filtré a traves de umna
columna de Sephacryl S5-200, recogiéndose fraccicnes de 4 ml a las
que se les determiné su absorbancia a 280 nm y la actividad
tosfatasa a pH 4,5 y 8,5, con un tiempo de incubacion de 30 minutos
a una temperatura de 288C.

Comu se observa en la Figura 22, traz la cromatografia
aparecen dos fracciones con actividad fosfatasa bien diferenciadas
por su volumen de elucion. La actividad del frente presentaba una
elevada actividad a pH 4,5 y una actividad mucho menor a pH 85. la
actividad que aparece distanciada del frente de elucion presentaba
actividad a pH 85 pero no a 4,5. Dado que la fraccion del frente
podria contener grandes agregados de proteinas, seria posible que el
frente de elucién arrastrara con é1 una parte minoritaria de la
fraccion activa a pH 8,5. También seria posible la presencia en la
fraccién inicial de dos enzimas de elevado peso molecular con
actividad a distinto pH o una proteina con actividad para ambos.

Las {fracciones activas fueron congeladas a -202C para su
posterior utilizacion o bien fueron usadas inmediatamente en etapas
posteriores,

Tras este paso de purificacién se obtuvo una recuperacion de
la fosfatasa alcalina del 71%, com un aumento de actividad especifica
que supone un factor de purificaciém de 14,8% veces con respecto al
exiracto inicial. La recuperacion de la fosfatasa acida se aproximé
al 80% con un factor de purificacién de solo 2,35.

El perfil de elucién de la Figura 22 fue obtenido a partir de
un extracto libre cde celulas procedente de un cultivo realizado en
las condiciomes ya indicadas. Un perfii similar se obtuvo cuando e)
extracto crudo original procedia e cultives sin tampon fosfato o

2. -~ i

con tampon a una concentracion de 30 mF. Azi miswmo, i3 elucicn de

187



RESULTADOS

extractos celulares procedentes de cultivos adicionados con f-
glicerol-fosfato no mostraron diferencia alguna con :el perfil
presentiado. Este perfil de elucidn resulto ser idéntico,
independientemente de la fase de crecimiento y del medio de cultivo

empieado.
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1 6.1.3 Iratamiento con cloruro magnésico

Las fracciones de mayor actividad a pH &cido obtenidas de 1la ~
columna S5-200 (12 ml) fueron adicionadas, en frio y con agitacién
constante de una solucién a pH 8 de ClzMg 1 M, hasta que la sal
alcanz6 una concentracién final de 0,2 M.

Tras agitacion por 30 minutos, las fracciones tratadas fueron
centrifugadas a 48.000 x g durante 45 minutos a 49C. La actividad
acida se determiné en el sobrenadante y en el sedimento obtenido
para observar su distribucién. En el sobrepadante se localizd mas
del 70% de la actividad total inicial, con una mayor actividad
especifica y un factor de purificacién de 5.

La actividad a pH 4,5 detectada en el sobrenadante tras este
tratamiento supuso el 90% de la actividad anterior; mientras que
s6lo se recuperé en este sobrenadante un 65% de la actividad

alcalina presente en el frente de elucién.

6.1.4 C fia de i big isni

A. Cromatografia sobre CM-Sephadex de las fracciones activas a pH
alcalino

Las fracciomes de mayor actividad a pH alcalino obtenidas de
la columna S-200 (12 ml) fueron cromatografiadas en columna de

CarboximetilSephadex C-25 equilibrada con tampén citrico-citrato 10
m¥ pH6,0.

Previamente se comprobé la adsorciéon sobre DEAE-Sephadex A-
25 y CK-Sephadex C-25. El analisis del eluido de la adsorcién sobre
ambos geles indicé que la actividad fosfatasa quedaba fijada por el
cambiador CM-Sephadex C-25 tras realizar el lavado con el tampén

empleado en su equilibrado.

184



RESULTADOS

Para la elucién de la actividad enzimética se apiicé un
gradiente continuo de CiFa e-nt‘re 0y 0,15 ¥, recogiéndoze fracciones
de 3 ml que fueron ensayadas en su actividad fosfatasa a pE &,5. La
elucion con ClRa conseguia el desplazamiento de la actividad a una
concentracion proxima a 0,05 ¥. Este paso obtuvo un rendimiento de)
27% y un factor de purificacién, con respecto al extracio inicial, de
127,75,

En la Figura 23 se representa el proceso cromatografico de
elucién en coiummna de CH-Sephadex C-25.

Dado el rendimiento obtenido y el factor de purificacion
conseguido, dichas fracciones se estimaron Gtiles para los estudics

posteriores de caracterizaciom y cinética enziméatica.
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Acido

El sobrenadante obtenido tras el tratamiente con Cilz¥g fue
cromatografiadoc en columna de CarboximetilSephadex C-25 equilibrado
con tampéen citrico-citrato 10 m¥ pH 6,0. De igual modo que
anteriormente se comprobo la adsorcién sobre este gel y sobre DEAE-
Sephadex A-25. Los resuitados mostraron gue la actividad fosfatasa
quedaba fijada sobre el cambiador C-25, sin afectar la presencia del
cloruro magnesico presente en las muestras utilizadas.

La elucion de la actividad fosfatasa se realizo a traves de un
gradiente continuoc de ClNa entre ¢ y 0.3 K, recogiéndose fracciones
de 3 ml que fueron ensayadas en su actividad fosfatasa a pH 4.5, La
elucion con ClF¥a conseguia el desplazamiento de la actividad a una
concentracion de 0,1 M. El rendimiento obtenidoc fue del 48%, con un
factor de purificacién de 45,77.

En la Figura 24 se muestra el proceso cromatografico de
elucion de la actividad acida.

De igual modo y con iguales consideraciones gue en el
apartado anterior, las fracciones obtenidas tras esta etapa, se
estimaron utiles para los estudios posteriores de caracterizacién y

cinética enzimatica,

Las fracciones activas a pH acido obtenidas tras la elucion
sobre CM-Sephadex fueron ensayadas a pH 8,5, no encontrandose
actividad. Asi, cabe descartar 1la posibilidad de un enzima con un
ampiio rango de pH. La actividad a pH 8,5 e detects a muy bajos
niveles en las fracciones de elucidn correspondientes a una
concentracion de 0,04-0,05 ¥ de Cl¥a, valor siwmilar a: obtenido en

la anterior cromatografia de las fracciones activas a pH alcalino.
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C. Cromatografia sobre DEAE-Sephadex

Los estudios realizados sobre actividad desoxirribonucleasa en
M. coralloides D mostraron la presencia de una actividad ADNasa que
eluia junto a la actividad fosfatasa alcalina tras ias filtracion por
Bephacryl 5-200 (Martinez-Caflamero, 1985). La actividad nucleasa
mostraba un pH optimo de 8,0, muy préoximo al pH de €,5 utilizado
para la deteccion de la actividad fosfatasa alcalina.

Todo elio hizo pensar en la posible presencia de un enzima
con doble actividad fosfatasa-nucleasa, como ia presente en la
exonucleasa III de E. coli.

Sin embargo, la actividad fosfatasa aicalina y la actividad
nucleasa fueron separadas mediante cromatografia de intercambic
ionico =obre DEAE-Sephadex A-25. En este tipo de cromatografia la
fosfatasa alcalina no se une al gel, mientras que la nucleasa si es
adsorbida, eluyendo posteriormente. La elucidn se realizé en
gradiente de pH (Figura 25). Por tanto, podemos descartar la

posibilidad de una enzima con doble actividad fosfatasa-nucleasa.

Asi mismo, N. coralloides D presenta una actividad nucleasa
que eluye en las mismas fracciones que la actividad fosfatasa acida
tras la cromatografia en S-200. La DNasa presenta una actividac
maxima a pH & pero no es activa a pH 4,5 (Martinez-Callamero, 198%),
por io que no se considera la posibilidad de un enzima con doble

actividad.

En la tabla 13 se recoge a modo de resumen, la evolucién del

proceso de purificacion.
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pH 7

Ne¢ Fracciones

Figura 25. Cromatografia en columna de DEAE-Sepbadex A-25.

@—® Actividad fosfatasa alcalina, (©—0) Actividad

{---) Absorbancia relativa a 280 nm.
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Tabia 13. FPurificacion parcial de 1s fosfatasas acida y alcalina

ligadas a células de Mycococcus coralloides D.

Etapa Vol. Prot. Act. Act. Actividad Rend. FP-
total especifica (%)
m1> (mg/ml> U/mb a (U/mg prot.)

Forma

acida

Extracto

crudo 10 5,840 17,49 174,90 2,994 100 1,00
S-200% 12 1,640 11,52 138,24 7,024 79 2,35
Ciz=Mg- i5 0,537 8,23 123,45 15,328 70 5,11
CH-25< iz 0,051 6,99 83,88 137,058 48 45,77
Forma

alcalina

Extracto

crudo 10 5,840 8,95 89,50 1,832 100 1,00
S-200% iz 0,235 5,35 64,20 22,765 71 14,85
CY-25+ & 0,021 4,11 24,66 195,714 27 127,75

* Factor de purificacion
Cromatografia en Sephacryl S-200
¢ Tratamiento con ClzMg 0,2 X

Cromatografia de intercambioc iénico sobre CM-Sephadex CZ25
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6.1.5_Eleciroforesie y analisis densitométrico

En la Figura 26 se muestra una fotografia de Ilas
electroforesis en geles de poliacrilamida. Las Figuras 27 y 28
presentan los densitogramas obtenidos por el analisis de imaAgenes
de los geles.

El gel A y el densitograma 1 de la Figura 27 corresponden &
los extractos libres de células, origen del proceso de purificacién.
El gel B, cuyo densitograma es el nimero 2 de la Figura 27, presenta
el anadlisis de las muestiras recogidas en frente de elucién de la
columna de Sephacryl S-200. A su vez, el gel C y el densitograma 3
de la Figura 27, muestran los resultados obtenidos a partir de las
fracciones de purificacién por intercambio iénico de la fosfatasa
dcida. Tras el proceso de intercambio iénico, en la electroforesis
aparecié una sola banda de proteina localizada en el extremo inicial
del gel. El analisis por densitometria mostré un pico en el que
queda reflejada la composicién del gel anterior.

Asi mismo, los geles D y E muestran el resultado obtenido al
someter a electroforesis las fracciones activas a pH alcalino tras
las etapas de purificaciéon por Sephacryl 5-200 e intercambio iémico,
respectivamente. Los densitogramas 1 y 2 de la Figura 28
corresponden al analisis de estos geles. Se observo que tras la
cromatografia en -Sephacryl aparecen 5-6 picos y después de la
cromatografia de intercambio ionico aparecen dos picos que se
corresponden con las bandas del gel. Estas estan localizadas hacia

el extremo terminal del gel.
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¥

Figura 26. Electroforesis en geles de poliacrilamida. (&) Extracto
celular libre de células, (B) Fracciones con actividad fosfatasa
acida tras la cromatografia en Sephacryl S$-200, (C) Fracciones con
actividad fosfatasa acidaa tras la cromatografia de intercambio
ionico, (D> Fracciones con actividad fosfatasa alcalina tras
cromatografia en Sephacryl §-200, (E) Fracciones con actividad

Toefatasa alcalina tras cromatografia de intercambio iénico.
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Figura 27. Densitogramas obtenidos por analisis de imagenes de 500
puntos de los geles anteriores, correspondiendo los densitogramas 1,

2y 3 a los geles A, By C, respectivamente.
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Figura 28. Densitogramas obtenidose por analisis de imagenes de 500

puntos de los geles anteriores, correspondiendo los densitogramas 1

trf

y 2 a los geles D y £, respectivamente.
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6.2 Estudios de caracterizacién de los enzimas celulares

6.2.1 4 ' i " 5 ] ]

La Figura 29 muestra la representaciéon grafica de los datos
obtenidos a partir de los procesos de elucién que se efectuaron en
columna de SEphacryl S5-200 con la serie de patrones y la solucién
de fosfatasa alacalina. Se representan los valores de Kav frente al
peso molecular en escala logaritmica. Por interpolacién en la recta
patron resultante se obtuvo un peso molecular de 31.000 dalton para
la fosfatasa alcalina de M. coralloides D.

La fosfatasa acida eluia en el volumen vacio de la columna.
Dado que el Sephacryl S-200 fracciona proteinas en un rango de 5.000
a 250.000, tan solo podemos indicar que la fosfatasa &cida parece

presentar un tamafio molecular superior a 250.000 dalton.
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Kav

Figura 29. Determinacién del tamafio molecular de 1a fosfatasa
alcaiina de X. coralloides D mediante filtraciém en Sephacryl $5-200.
Los patrones utilizados fueron: albimina bovina sérica (66 Kdu,
anhidrasa carvénica de eritrocitoc de carnero (29 Kd) y citocromo c¢
de corazén de caballo (12,4 Kd). La flecha indica la posicién de la

fosfatasa alcalina,
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6.2.2 Influencia de la concentracién proteica y del tiempo de
neubacis

Inicialmente, y con vista a los posteriores estudios de
caracterizacion y cinética, se comprobé el margen de concentracién
proteica para la cual se obtenia p-nitrofenol proporcionalmente a la
cantidad de proteina ensayada. Las pruebas se realiiaron en unos
margenes de 5 a 50 ug de proteina purificada para la actividad
adcida y de 5 a 20 pg para la alcalina. En la Figura 30 se muestrén
los resultados de estas experiencias, oObservandose una respuesta
proporcional hasta 25 pg de proteina para la fosfatasa acida y de
20 pg para la alcalina. Estos margenes se mantuvieron en todos los

estudios posteriores.

Para determinar el tiempo éptimo de la reaccién se realizaron
experiencias a diferentes tiempos en un intervalo de 0 a 60 minutos.
La formacion de p-nitrofenol fue lineal durante al menos 40 minutos
para ambas actividades (Figura 31). El tiempo elegido inicialmente
fue de 30 minutos, intervalo que entra dentro del tiempo de

linealidad observado y que se mantuvo posteriormente.
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fosfatasa alcziina (@) parcialmente purificadas ce M. coralloides D.
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6.2.3 Condici b J1a actividad s

pH

La Figura 32 muestra el efecto del pH del medio de reaccién
sobre la actividad fosfatasa acida. Los valores maximos se
alcanzaron a pHs en torno a 4,5, siendo mayores los valores
obtenidos en tampon acetico-acetato. La disminucién hacia la zona
alcalina, tras una meseta entre 5 y 5,5, presenta una pendiente

similar & la presentada hacia la zona acida.

En la Figura 33 se muestra el efecto del pH sobre la
actividad fosfatasa alcalina. El maximo se observa a pH 8,1, tanto
en tampén Hepes como en Tris-ClH. La disminucion hacia ambas zonas

del pH presenta una pendiente similar.

De acuerdo con estos resultados obtenidos se eligic el tampon
acético-acetato pH 4,5 y el tampén Tris-ClH pH 8,1 para posteriores

estudios.
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Figura 32. Efecto del pH del medic de reaccién sobre la actividad

fosfatasa acida parcialmente purificada de ¥. coralloides D.
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Temperatura

Las Figuras 34 y 35 recogen los resultados obtenidos al
estudiar la influencia de 1la temperatura sobre las actividédes
fosfatasa acida y alcalina, respectivamente.

El maximo de actividad acida se presenta a 43°C, inicidndose
despues una marcada disminuciémn, presumiblemente por inactivacién de
la enzima por efecto de la temperatura. El maximo de actividad
alcalina se presenta a 379C, con una inactivacién hacia temperaturas
mayores con menor pendiente que en el caso de la actividad

fosfatasa acida.

Dado que la actividad acida detectable a 37°C fue tambien
apreciable, se escogi¢ esta temperatura para el ensayo de ambas

actividades en estudios posteriores.

Nolaridad

Coma se recoge en las Tablas 14 y 15, ambas actividades
presentaron una maxima actividad en tampones con una molaridad de
50 mM. Se ensayaron dos valores de pH para ambas enzimas con

resultados similares.

Las condiciones de ensayo escogidas tras estos resultados
fueron: tampén acético-acetato pH 4,5 50 mX y tampon Tris-ClH pH

8,1 50 m¥, a una temperatura de 372,
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Tabla 14. Infiuencia de la molaridad del tampén acético-acetato

sobre la actividad fosfatasa acida,

pH Concentracién Actividad (% maximo)
(mM>
4,0 5 77
4,0 10 9%
4,0 25 98
4,0 50 100
4,0 75 &4
4,5 5 70
45 10 90
4.5 25 97
4,5 50 100

4.5 7%

~3
~3
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Tabla 15. Influencia de la molaridad del tampén Tris-ClH sobre la

actividad fosfatasa alcalina.

7,6
7.6
7,6
7,6
7.6

8,1
8,1
8,1
8,1
8,1

Concentracién

(nM)

25
50
75

93
100
96
4]

80
69
86
100
58

Actividad (% maximo)
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6.2.4 Sensibilidad a enzimas v estabilidad frente al calor v pH

Sensibilidad a enzimas

Se determiné el efecto de diversos enzimas sobre las
actividades fosfatasas. Ambas; actividades no sufrieron
modificaciones tras el tratamiento con enzimas que atacan a
componentes glucidicos (B-glucosidasa y lisozima) o lipidicos
{lipasa) .

Por el contrario, y como era esperado, ambas actividades
resultaron ser censibles a los enzimas proteoliticos (Tabla 16,. Sin
embargo, es destacable la resistencia total al tratamiento con la
proteasa Tipo V (Sigma’, producida por Streptomyces griseus, por
parte de la actividad alcalina. La forma acida también resulté menos
afectada por esta proteasa en comparacién con las otras utilizadas

(Pronasa, Tripsina y Proteasa Tipo XD).

Tabla 16. BSensibilidad a diferentes enzimas de la actividad

fosfatasa acida y alcalina.

Enzima Actividad residual (%’
acida alcalina
f-glucosidasa 100 100
Lipasa 100 100
Lisozima 100 100
Pronasa 28 22
Froteasa Tipo V 58 100
Proteasa Tipo XI 21 0

Tripsina 26 0

13Y]
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Estabilidad térmica

En las Tablas 17, 18 y 19, asi como en las Figuras 36, 37, 38
y 39 se expone la evolucién de la actividad fosfatasa acida y
alcalina en funcién de las distintas temperaturas vy tiempos de
ensayo.

La estabilidad de los enzimas a -202C y 49C se presenta en
las Tablas 17 y 18, respectivamente. La actividad acida resulta ser
mas estable a bajas temperaturas, conservandose el 71% de actividad
al cabo de 2 meses a -202C. La forma alcalina soloc conserva el 51%.
A 42C, la fosfatasa alcalina presentaba solo el 41% de actividad
residual tras 72 horas. La forma Acida mantiene un 74% de su
actividad inicial.

A 37°C, y tras 60 minutos, ambas actividades permanecen casi
inalteradas (Tabla 19).

El curso de inactivacién a 508C és diferente para las dos
actividades. La fosfatasa alcalina presenta una meseta entre los 15
y 60 minutos, siendo bastante estable a esta temperatura. La forma
acida solo mantiene un 35% de actividad residual tras 60 minutos.

La inactivacién a 60°C, 702C y 802C es exponencial para
ambos enzimas, si bien la forma acida es algo mas resistente que la
alcalina. La perdida de actividad Acida es casi completa después de

60 minutos a 80°C y total la alcalina después de 60 minutos a 709C.
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Tabla 17. Estabilidad de la actividad fosfatasa acida y alcalina a

Tiempo

0

3 dias
7 dias
1 mes

2 meses

-z0eC.

Actividad
acida

{U/ml)

7,02
6,01
5,1¢
5,00
5,01

Actividad
residual

(%)

100
85
74
71
71

Actividad
alcalina

(U/ml>

4,37
3,04
2,57
2,47
2,24

Actividad
residual

(%)

Tabla 18. Estabilidad de la actividad fosfatasa acida y alcalina a

Tiempo

12 horas
24 horas
4% horas

72 horas

49C,

Actividad

acida

U/ml

[83]

NS
FO TS | B Rt
AP S

P
o
~7

Actividad
residual

(%)

23]

Actividad

alcalina

{U/ml)

i~
(9]
~3

w
8%
3

o
s
o

s
N

- ©

.r_,
0

Actividad
residual
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Tabla 19. Estabilidad de la actividad fosfatasa acida y alcalina a

37eC
Tiempo Actividad Actividad Actividad Actividad
acida residual alcalina residual
{U/ml) %) U/ml> (%>
0 5,72 100 4,37 100
15 min 5,04 88 4,02 92
30 min 5,37 94 4,10 94

60 min 5,30 92 4,02 02
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Figura 36. Estabilidad enzimatica a 502C. Actividad fosfatasa acida
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1
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Tiempo de incubacidn (min)

Figura 37. Estabilidad enzimatica a 602C. Actividad fosfatasa éacida

(0) y alcalina (@),
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100
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Actividad residual (%)
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Figura 38. Estabilidad enzimatica a 702C. Actividad fosfatasa acida
(0) y alcalina (@),
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Estabilidad frente al pH

En las Tablas 20 y 21 se presenta la evolucidon de las
actividades fosfatasas tras la preincubacién a 4°2C y 202C en tres
tampones distintos de identica molaridad (5¢ mM)> que cubrian un

rango de pH de 3,0 a 10,0,

Las actividades enzimaticas determinadas tras dos horas de
preincubacion fueron poco alteradas para valores de pH comprendidos
entre 3,0 y 9,0 para la actividad acida y entre 6,0 y 9,0 para la
alcalina, observandose una perdida menor de actividad tras ia

preincubacion a 42C en comparacién con la preincubacion a 202C,

Tabla 20. Estabilidad frente al pH a 42C de la actividad fosfatasa

acida y alcalina.

Tampon pH Actividad fosfatasa residual tras 2z horas (%>
(50 mM> acida alcalina

Citrato 3,0 - 94 0

Citrato 4,0 &9 20

Citrato 5,0 89 33

Citrato 6,0 88 88&

Tris 7,1 88 80

Tris 8,1 86 100

Glicina 9,0 1 80

Glicina 10,0 54 50
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Tabla 21. Estabilidad frente al pH a 202C de la actividad fosfatasa

Tampén
B0 mM)

Citrato
Citrato
Citrato
Citrato
Tris

Tris

Glicina

Glicina

acida y alcalina.

pH

3,0
4,0
5,0
6,0
7,1
8,1
9,0
10,0

Actividad fosfatasa residual tras 2 horas (%)

acida

86
86
8z
8z
88
8z
75
46

218

alcalina

26
53
80
73
73
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6.2 Swmﬁ_gnma&mga

1. a-hidroxiacidos y compuestos relacionados

El acido tartarico y otros a-bhidroxiacidos han sido descritos
como inhibidores de fosfatasas, especialmente en tejidos animales. Se
ha estudiado el efecto del acido tartarico, malico, citrico vy
aspartico sobre ambas actividades, no encontrandose ningun grado de
inhibicién a concentraciones de 0,5 mM. Concentraciones de 2 y 5 mM
provocaron una inbibicién méxima del 8% (acido malico y aspartico)
en la fosfatasa acida y del 10% para la alcalina (acido malico y
tartarico). En los otros casos no se encontré ningun grado de

inhibicién con estas concentraciones.

2. Agentes protectores e inhibidares de grupos -SH

Se ensayé la influencia de la N-etilmaleimida, un inhibidor de
grupos -SH, sobre la actividad fosfomonoesterasa de ambas enzimas,
no encontrandose efecto relevante. lLas concentraciones estudiadas
fueron de 0,5, 2 y 5 mM. De igual modo la presencia de cisteina, un
protector de grupos -SH, a las mismas concentraciones, y de mezclas
NEM/cisteina equimolares no produjeron variaciones apreciables sobre

las actividades enzimaticas.

3. Agentes quelantes

La adicién de EDTA o hidroxiquinocleina a concentraciones 0,5,
2 y 5 mM inhibié ligeramente la actividad fosfatasa acida y de
forma méas acentuada la actividad alcalina.

La inhibicién por EDTA e hidroxiquinoleina, ambas 5 mN, no
superé el 9% de la actividad acida. Ep la Tabla 22 se muestra el
efecto inhibidor de ambos agentes sobre la actividad alcaiina. El
EDTA 5 m¥ se mostro mas efectivo en la inhibicion estudiada, con

hasta un 60% en la reduccion de actividad.
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Tabla 22. Influencia del EDTA y‘la hidroxiquinoleina sobre la

actividad fosfatasa alcalina

Agente Concentracién . Actividad residual (%)
(mM)

EDTA 0 100

EDTA 0,5 95

EDTA 2 73

EDTA 5 40
Hidroxiquinoleina 0 100
Hidroxiquinoleina 0,5 90
Hidroxiquinoleina 2 82
Hidroxiquinoleina 5 69
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4. ATA y FWa

El acido aurintricarboxilico (ATA) es un potente inhibidor de
nucleasas. Aunque la posibilidad de una actividad fosfatasa-nucleasa
en un mismo enzima habia sido descartada anreriormente, se estimé
conveniente el estudié el efecto de este inhibidor sobre la actividad
fosfatasa acida y alcalina de KX. corallpides D. Para ambas
actividades se detecté una inhibicién no superior al 6% para una

concentracion 5 mM de ATA.

El FNa se ha descrito como un potente inhibidor de la
actividad fosfatasa. En nuestro caso, el fluoruro se muestra como un
inhibidor potente de la actividad acida, mientras que actua de forma
mucho menos acentuada sobre la actividad alcalina (Tabla 23). Las
concentraciones utilizadas fueron 0,5, 2 y 5 m¥. La actividad acida
es inhibida en un 73% a una concentracién de FNa de 0,5 mM. La

actividad alcalina solo es inhibida en un 42% a una concentracion

diez veces mayor.

Tabla 23. Efecto del FNa sobre la actividad fosfatasa acida y

alcalina-
Concentracién de FRa Actividad residual %
(mM> acida alcalina
O 100 i00
0,5 27 Q7

N
>
~3
sy

o
oy
L
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6.2.6Efecto de diferentes iones

Los diferentes iones ensayados pueden agruparse por sus
caracteristicas quimicas en varios grupos: .
i) cationes alcalinos monovalentes: Li*, K* y Cs*. En este grupo
incluimos en razén de su carga al ién amonio, NH.™, aunque no
comparte afinidades quimicas con los anteriores.
ii) cationes alcalinoterreos divalentes: Mg** y Ca*#,
1ii) cationes metélicos divalentes del grupo del zinc: Zn**, Cd** y
Hg™=.
iv) cationes metalicos di o trivalentes del grupo de hierro: Fe*=,
Fev®, Co*= y Ni*#, En este grupo incluimos arbitrariamente al Al*%,
Cu™®* y Mn*=. El Cu** se sitiua entre el grupo del hierro y del zinc.
El Al*® 'y el Mn™* poseen una cierta proporcién de caracter no
metalico.
v) Aniones descritos como inhibidores de la actividad fosfatasa:

POA_'B, AsOa—= y ¥oQa—#,

Los estudios con los iones presentados se realizaron a tres
concentraciones diferentes, 0,1, 1 y 10 mM. Esta Gltima concentracién
produjo en algunos casos precipitaciones en el tamporn de incubacién
con interferencias en las medidas de actividad, especialmente tras
detener la reaccién con NaOH. Los iones Cd*+, Fe*? y Co** produjeron
interferencias en la coloracién por lo que sus medidas no fueron
consideradas.

La concentracién 1 m¥ produjo los efectos més claros sobre la
actividad fosfatasa sin provocar problemas de interferencia en las
medidas. Por ello en la Tabla 24 se muestran los resultados

obtenidos con esta concentracién.

Se observa que a excepcién del Mg*= y Mn*<, el resto ejerce
un efecto inhibidor en mayor o menor grado. Los iones K*, Hg*=,

Fer=, Ni*~, Al*"®, Mo0."* y Cu** fueron ios mas efectivos en la
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inhibicién de la actividad acida, superando el 50% de inhibicién.
Este grado fue superado para la actividad alcalina en el caso de los
iones Li*, Cs*, Zn*%, Hg*#, Fe*®, Cu** y MoQ."~.

El resto de los iones provoca un grado de inhibicion
comprendido entre el 50% y el 8%. El Mn** posee un efecto inbibidor

muy reducido (2-3%) y el Mg*® actua como activador (102-120%).

Los aniones fosfato y arseniato a una concentracién de 1 mM
provocaban un ligero efecto inhibidor. FPor su intereés en
posteriores estudios de cinética se estudic el efecto inhibidor a
mayores concentraciones, encontrandose una inhibicion del 50% para
ambas actividades a concentraciones de fosfato y arseniato de 1€

mM.

7\3
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Tabla 24. Efecto de diferentes iones (concentracién 1 nM), sobre la

Ién

NHa

actividad fosfatasa acida y alcalina.

acida

84

45
63
102

Actividad

residual (%)

alcalina
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6.2.7Especificidad de sustrato

La Tabla 25 muestra la especificidad de sustrato de ambas
actividades fosfatasa. Comno es caracteristico de las
fosfomonoesterasas, ambas presentan actividad sobre una amplia

variedad de sustratos.

Las dos enzimas son capaces de actuar sobre el enlace
fosfoéster de azucares fosforilados, nucleotidos, sustratos
artificiales y otras sustancias fosforiladas que se pueden encontrar

en la célula.

La actividad sobre azicares fosforilados presenta un cierto
grado de complementariedad en ambos enzimas. Ei ATP es hidrolizado,
especialmente por la actividad alcalina, mientras que ambas
actividades actuan con eficacia sobre el ADP y AMP. Los cuatro
sustratos artificiales ensayados son también degradados. Tan solo la
forma alcalina actudé significativamente sobre el pirofosfato. las
otras formas de polifosfatos ensayadas fueron hidrolizadas a muy
bajo nivel © no fueron degradadas en absoluto. No se detecto

actividad fosfodiesterasa sobre el AMPc.

o8]
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TABLA 25. Actividad de

sustratos

Sustrato

Fructosa-6-fosfato
Fructosa-1,6-difosfato
Glucosa-6-fosfato
‘Glucosa—l—fosfato

Ribosa-5-fosfato

ATP
ADP
A¥P
AMPc

p-NPP
fenolftaleinadifosfato
a-naftolfosfato

f-glicerolfosfato

PPi
PP

PPas™
PP7s*

Fosfoenolpiruvato

Piridoxal-5-fosfato

la
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fosfatasa adcida y alcalina sobre diversos

Actividad (% maxima)

Acida

27

35
65
12

-50
96

57
100
54
23

o QO e B

40

alcalina

42
100
33

28
56
53
34

oo O

38
28

= Polifosfatos con una longitud media de 25 unidades de fosfato

= Polifosfatos con una longitud media de 75 unidades de fosfato

3
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6.3 ESTUDIOS DE CINETICA ENZINATICA

6.3.1 Caracteristicas cinéticas de las fosfatasas celulares

Los datos cinéticos obtenidos segun se detaila en el apartado
de Material y Metodos, fueron representados en forma lineal para
facilitar la determinacién de las constantes cinéticas. Estos
estudios comprenden la determinacién de la constante de Michaelis-
Menten para los sustratos p-nitrofenilfosfato (pKPP), glucosa-6-
fosfato (G&F) vy B—gfiicer'o].fosjato (BGP>. Asi mismo, se estudié la
inhibicion de la hidrolisis del p-NFP por fosfato y arseniato, ia
inhibicion de la hidréiisis de la G6P por la glucosa y de la

hidrélisis del RGP por el glicerol.

1. Estudios con pNPP

Las Figuras 40 y 41 muestran la representacion segun
Lineweaver-Burk obtenidas con cuatro concentraciones distintas de
fosfato (0, &, 16 y 33 mM), para la fosfatasa acida y alcalina,
respectivamente. Los resultados muestran que la inhibicién por
fosfato es de tipo competitiva.

La Km encontrada para el p-NPP fue de 1,56 x 107K en el caso
de la insfatasa acida y de % x 10-*M para la alcalina.

La representacién de la pendiente de cada representacién
inversa frente a la correspondiente concentracion de inhibidor
(Figura 42) muestra que Ja inhibicién es lineal. Los valores de Ki
encontrados fueron de 6,2 x 10°¥M en el caso de la fosfatasa acida
y de B x 107X para la alcalina.

Fn los estudios de inhibicién con arseniato (Figuras 43,44 vy
4%, ee encontraron unos valores de Ki de 8,4 x 107N para la
fosfatasa acida y de 16,2 x 10°*M para la alcalina. Los datos

muestran tambien una inbhibicién lineal competitiva.
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Figura 40, Representacidn de Lineweaver-Burk para determinar la Km
para el pNPP de la fosfatasa acida a diferentes concentraciones de

Pi. (A0 0 nm¥ de Pi, (B) 8 mM de Pi, (C) 16 mM de Pi y (D) 33 mM Pi.
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Figura 41. Kepresentacién de Lineweaver-Burk para determinar la Km
para el pNPP de la fosfatasa alcalina a diferentes concentraciones

de Pi. (A) 0 mK Pi, (B) 8 mM Pi, (C) 16 m¥ Pi y (D> 33 m¥ Pi.
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Pendiente

Pendiente

1 1 1
1 2 3 4
Ix 102 M

Figura 42. Pendientes de las representaciones inversas de las

figuras 36 (A) 37 (B) en funci6én de la concentracién de fosfato.
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Figura 43. Kepresentacicn de Lineweaver-Burk para determinar la Km
para el pNFP de la fosfatasa acida a diferentes concentraciones de
BsOa™". (A 0 mM AsOa -, (B) AsO.™ 7, (C) 16 mK AsOa - y (D) 33 nX
AsO4 ™
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Figura 44. Representacion de Lineweaver-Burk para determinar la Km
para el pNPP de la fosfatasa alcalina a diferentes concentraciones
de AsUa"*. (A) 0 mM AsCa~%, (B) AsOa=, (C) 16 mM AsO."% y (D) 33
mM AsCa -,
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Pendiente

Pendi ente

1 1

1 2 3

Ix 102 M

Figura 45. Pendientes de las representaciones inversas de las

figuras 39 (A) y 40 (B) en funcién de la concentracion de arseniato.
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2. Estudios con glucosa-6-fosfato

La produccién de fosfato a partir de glucosa-6-fosfato fue
medida en presencia de cuatro concentraciones diferentes dfek glucosa
0, 0,45, 0,75 y 1,25 M), Los resultados se presentan en laé Figuras
46 y 47, segun Lineweaver-Burk,

Se obtuvieron unos valores de Km para la glucosa de 2,22 x
107K en el caso de la fosfatasa acida y de 2,85 x 107K para la
fosfatasa alcalina.

El tipo de inbibicién mostrado fue no competitiva " (lineal tipo
mixto). La representaclon de 1la pendiente de cada una de las
representaciones inversas frente a la concentracion de inhibidor
(Figura 48) permitié calcular la Ki de la glucosa. Los valores
encontrados fueron de 1,35 M para la fosfatasa acida y 1,075 M para

la fosfatasa alcalina.
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Figura 46. Representacion de Lineweaver-Burk para determinar la Km
para la glucosa-6-fosfato de la fosfatasa 4acida a diferentes
concentraciones de glucosa. (A) 0 X glucosa, (B> 0,45 ¥ glucosa, (©)

0,75 ¥ glucosa y (D) 1,25 ¥ glucosa.
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Figura 47. Representacisn de Lineweavér—Burk para determinar la Kn
para la glucosa-6-fosfato de la fosfatasa alcalina a diferentes

concentraciones de glucosa. (A) ¢ ¥ glucosa, (B) 0,45 M glucosa, <)

0,75 ¥ glucosa y @ 1,25 ¥ glucosa.
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Figura 48. Pendientes de las representaciones inversas de las

figuras 42 (A) y 43 (B) en funcién de la concentracion de glucosa.
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3. Estudios con B-glicerolfosfato

La produccién de fosfato a partir de f-glicerolfosfato fue
determinada a tres concentraciones diferentes de glicerol (0, 05 y
1,9 M.

La Figura 49 muestra la representacién doble inversa para la
fosfatasa acida y la Figura 50 para la fosfatasa alcalina. Los
valores de Km inferidos de ellas son de 5 x 10-=N para la fosfatasa
acida y 3,33 x 107%M para la alcalina.

La inhibicién mostrada con el uso del glicerol fue de tipo no
competitiva (lineal tipo mixto) para la fosfatasa acida. La
representacién de las pendientes de cada representacién inversa
frente a la concentracién de inhibidor dié un valor de Ki para el
glicerol de 15 ¥ (Figura 51).

La inhibicion mostrada por la fosfatasa alcalina fue del tipo
lineal no competitiva. La representacién de Dixon (inversa de la
velocidad frente a concentracién de inhibidor) nos dié un valor de

Ki para el glicerol de 3,9 M.
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Figura 49. Representacién de Lineweaver-Burk para determinar la Ko
para el f-gliceroliosfato de la fosfatasa acida a diferentes
concentraciones de glicerol. (A) 0 ¥ glicerol, (B) 0,5 ¥ glicerol y

(C) 1,8 ¥ glicerol.
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Figura 50. Representacion de Lineweaver—-Burk para determinar la Kn
para el f-glicerolfosfato de la fosfatasa alcaiina a diferentes

concentraciones de glicercl. (A) O X glicerol, (B) 0,5 M glicercl y
(C> 1,9 X glicerol.
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Pendiente

40 F

1/v
@

20

Figura 51. (A) Pendiente de las representaciones inversas de la
figura 45 en funcién de la concentracién de glicerol e (B) ipversa
de las velocidades de la figura 46 enn funcion de la concentracion

de glicerol (representaciéon de Dixom).
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6.3.2 Reaccion de tramsfosforilacién

La capacidad de transfosforilacién se determiné por medida
simultanea del p-nitrofemol y del Pi liberado a partir del p-KPP. La
cantidad de Pi perdido se consideré como Pi transfosforilado.

La Figura 52 presenta los resultados obtenidos en los
estudios de transfosforilacién. Los resultados indican que las dos
fosfatasas poseen capacidades distintas de transferir fosfato, al
menos en las condiciones ensayadas. E1 porcentaje medioc de
transfosforilacién hallado para la fosfatasa acida fue del 38,6% vy

del 17,9% para la fosfatasa alcalina.
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Figura 52Z. Transfosforilacion para la ifosfatasa acida (®R,07 vy
alcalina ( @,0). El p-nitrofenol (simbolos negrosy y el Pi liberado
fueron medidos & distintos tiempos. La cantidad de fosfato perdido

representa el ri transfosforiladn (simbolos blancos).



RESULTADOS

A continuvacién se presenta un resumen de las propiedades mas

significativas de las fosfatasas producidas por M. coralloides D.

pH d4ptimo

Pesp molecular
Inhibicién por fluoruro
EDTA

" Y NEM

" n

Estabilidad frente al pH
Estabilidad a bajas temp.
Temp. de maxima actividad
Activacién por Mg*=
Especificidad de sustrato
Fosfoazicar mas hidrolizado
Km p-nitrofenilfosfato

Ki Pi

Ki arseniato

Km Glucosa-6-fosfato

Ki Glucosa

Km B-glicerol-fosfato

Ki Glicerol

% Transfosforilacién

Fosfatasa &acida

4.5

> 250.000

Elevada
Baja
Ausente
Entre pH 3 y ©
Elevada
432C
+
Escasa

Glucosa—-6-fosfato

1,56 m¥
6,2 mM
8,4 mM
2,22 nN
1,35 mM
5,0 nM
15 ¥
38,6
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Fosfatasa alcalina

8,1
31.000
Media

Media

Ausente

Entre pH 6 y 9
Media
37¢eC
+++
Escasa
Fructosa-1,6-diP
5,0 mM
8,0 nM

16,2 mM

2,85 nmM

1,079 M

3,33 mX

3,9 ¥

17,9
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6.4 Localizacién citoquimica de las actividades tosfatasas celulares

Como indicabamos en 1la Introduccién de esta memoria, las
fosfatass se suelen asociar con las envueltas celulares, de acuerdo
con su accion sobre sustratos organicos fosforilados del medio.

Los estudios de localizacién citoquimica se basan en la
visualizacion de sales de plomo, densas a los electrones. El &cido
fosférico liberado por accién de las fosfatasas se combina con una
sal de plomo soluble para formar fosfato de plomo insoluble y denso
a los electrones.

Este método ha permitido detectar la actividad fosfatasa
acida y alcalina a nivel de la membrana externa. La Figura 53
presenta el aspecto de las células control incubadas a pH 8,0 sin
sustratos ni sal de plomo. Los controles a pH 5,0 presentaron una
morfologia similar. las figuras 54 y 55 presentan un fino granulado,
denso a los electrones, producto de la reaccién citoquimica
desarrollada a pH 5,0. Igualmente, las Figuras 56 y 57 muestran el
producto de la reaccion citoquimica llevada a cabo a pH 8,0,

Los precipitados detectados (granulado observable en las
fotografias) muestran que las actividades de ambos enzimas se
situan a nivel de la membrana externa, apreciandose actividad hasta
en su superficie mas exterior. Esta localizacicn se presenta acorde

con el papel de estos enzimas y con su secrecién al medio.

t
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Figura 53. Localizacion citoquimica de las fosiatasas celulares de K.

coralioides D. Preparaciones control incubadas a pH 8,0 sin sales de

plomo ni sustratos de fosfatasas. 31.500 x,
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Localizacién citoquimica de 1la fosfatasa acida de

Figura 54.
Myxococcus coralloides D. 100,000 x.

fosfatasa 4acida de

citoguimica de 1la

Figura 55. Localizacion

Myxacoccus coralloides D. 25.000 x.
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€710 0»

Figura 56. Localizacion citoquimica de la fosfatasa alcalina de

Myxococcus coralloides D. 31500 x.

ry €L 0 0OM

Figura 57. Localizacion citoquimica de la fosfatasa alcalina de

Myxococcus coralloides D. 40.000 x.
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6.5 Estudio de la actividad fosfatasa extracelular

Durante los estudios previos sobre la produccién de fosfatasas
se presentaron algunos datos sobre la presencia de actividad
fosfatasa en los caldos de cultivo.

En los resultados, sobre medios de crecimiento y produccién,
se ponia de manifiesto que la actividad detectada no diferia
significativamente entre los diferentes medios donde ¥N. coralloides
D crecia eficazmente. Por otra parte, en los estudios de cinética de
produccién se observé que la actividad fosfatasa extracelular, tanto
acida como alcalina, era mayor al inicio del crecimiento vegetativo.
lLa actividad presente durante las etapas de crecimiento no es
atribuible a una lisis celular como ya se indicé con anterioridad,
aunque el incremento posterior durante la fase de lisis si es
logicamente debido a la liberacién de enzimas celulares.

La presencia de estas actividades hidrolasas extracelulares en
los caldos de cultivo no es extrafia, dada la capacidad de producir
diversos enzimas hidroliticos que poseen las mixobacterias. Junto a
los estudios de produccién y cinética, se han abordado algunos otros

puntos en relaciéon con la actividad fosfatasa extracelular.

R op de ] 7idag ] fuRacic

La centrifugacion de los sobrenadantes procedentes de cultivos
con una densidad optica de 0,3 a 108.000 x g durante 60 minutos a
42C permiti6é recoger el 88% de la actividad acida y el 84% de 1la
actividad alcalina de los sobrenadantes del centrifugado. Asi,las

actividades detectadas parecen ser esencialmente solubles.

3. G . ion de 1 al laptes

Los sobrenadantes de cultivo fueron concentrados por
precipitacién con acetona al 20% (v/v) como paso previo a los
siguientes estudios. Tras la eliminacién de la acetona a presién

reducida, el concentrado obtenido se utilizé en estudios posteriores.
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Dado que las actividades fosfatasas no fueron separadas por
posteriores etapas de purificacién, hemos de hablar de actividad
fosfatasa y no especificamente de fosfatasa acida y fosfatasa

alcalina,

C. Estudios de imbibicic 1ida g vidad

Los estudios de cinética de produccién mostraron un descenso
en la actividad fosfatasa tras las primeras fases de crecimiento de
M. coralloides D, Este crecimiento se ve acompafiado, como vimos, de
un  incremento del pH del medio, probablemente provocado por la
acumuiacién de productos nitrogenados como el ién amonio. Resultados
anteriores mostraron que las fosfatasas celulares son inhibidas
entre un 16 y un 32% por el ClNHa 1 mM. Asi mismo, observamos que
en las mixésporas de glicerol no se detecté actividad fosfatasa
extracelular. La posible implicacion de proteasas responsables de la
perdida de actividad presente con anterioridad es una posibilidad
que se contempla en la discusién posterior.

Por todo ello los estudios sobre las actividades fosfatasas
extracelulares se han centrado en comprobar el efecto del pH, del
ion amonio y de algunas proteasas sobre estas actividades. También
se ha comprobado la inhibicién por fosfato. La Tabla 26 muestra la
estabilidad de ambas actividades para valores de pH comprendidos
entre 6,5 y 8,5. Estos valores son los encontrados habitualmente en
los caldos de cultivo a lo largo del cricimiento de M. coralloides.
Ambas actividades presentaron una relativa alta estabilidad en este
rango de pH. En la misma Tabla, se puede observar que las dos
actividades se mostraron sensibles a las proteasas ensayadas, aunque
en un grado menor para la Proteasa Tipo V, al igual que ocurria para
las actividades celulares.

En la Tabla 27 se presentan los resultados obtenidos en los
estudios por inhibicién con cloruro aménico y fosfato potasico. El
amonio provocaba una inhibicién del 25% a una concentracison de 10

m¥ y el fosfato producia uba inhibicien proxima al 40% a la misma
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concentracién. El fosfato esta presente en el medio a esta
concentracién desde el inicio del crecimiento, por 1lo que el
posterior descenso de actividad no debe ser producido por é1. Por
otra parte, desconocemos las concentraciones de amonio que se pueden
alcanzar en los caldos de cultivo.

Asi, el amonio y las proteasas se presentan como factores
que pueden inhibir o eliminar la actividad fosfatasa extracelular,
aunque desconocemos en que medida los estudios in vitro pueden
reflejar las condiciones reales de los cultivos y las condiciones
naturales en que actuarian 1los enzimas  extracelulares de esta

mixobacteria.

&
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Tabla 26. Estabilidad frente al pH (2 horas a 282C) y sensibilidad a

diferentes proteasas de las actividades fosfatasas extracelulares de

M., coralloides D.

acida alcalina

MES pH 6,5 97 83
Tris pH 7,1 26 87
Tris pH 7,6 95 98
Tris pH 8,1 94 75
Tris pH 8,5 94 76
Enzima

Tripsina 40 32
Proteasa Tipo V 76 75
Proteasa Tipo XI 41 2z
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Tabla 27. Efecto del cloruro aménico y del fosfato potésico sobre

las actividades fosfatasas extracelulares de M., coralloides D.

Salc ion Wi

Cloruro aménico (1 mM) 20 91
" " 5 mM) - 85 82
" " 10 mM) 76 73
" " (20 mM) 71 73
Fostato potasico (1 mM) 89 85
" " S nM) 70 74
" " (10 mM) 62 61

(20 mM) 56 52
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DISCUSION

En el capitulo anterior se han expuesto los resultados
obtenidos en la realizacion de esta Memoria. Basandonos en ellos, el
presente apartado tiene por objeto comentar e interpretar estos

resultados en funcion de la bibliografia consultada.

En relacién con los aspectos de la fisiologia de X.
coralloides D que hemos estudiado, cabe destacar el diferente efecto
del fosfato sobre cada uno de ellos. Asi, el fosfato no influyé sobre
la cantidad de proteina extracelular detectada, pero si mostré efecto
sobre la sintesis de pigmentos.

Todas las especies de mixobacterias segregan una amplia
variedad de enzimas que degradan biopolimeros y que les permiten
scbrevivir como saprofitos o como depredadores en su habitat
natural, el suelo. Las proteinas producidas por M, xanthus no son
acunuladas en su periplasma, como ocurre en otras bacterias Gram-
negativas, como E. coli , sino que sSon segregadas al medioc de
cultivo (Kaiser et al., 1979). De hecha, B. coli sélo segrega al
medio proteinas muy especializadas como colicinas o hemolisinas. Sin
embargo, oiras bacterias Gram-negativas como -Aeromonas hydrophila,
Vibrio alginolyticus y Pseudomonas aerugincsa, si son capaces de
segregar proteinas al medio, aunque el mecanismo y regulacién de
este proceso es poco conocido (Nielsen et al., 1983). La secrecién de
proteinas es una propiedad bien conocida entre las bacterias Gram-
positivas (Glemnn, 1976).

Bacillus brevis 47 puede producir basta 12 mg de proteina por
ml bajo condiciones de cultivo en medios ricos. En medios definidos,
la cantidad de proteina segregada varia desde 0,3 a 1 mg/ml,
dependiendo de 1la concentracién de fosfato del medio. A bajas
concentraciones de fosfato, la cantidad de proteina era menor a 0,3

mg/mi, aprecidndose un incremento en la secrecién al aumentar la
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cantidad de fosfato en el medio (Tsukagoshi et al., 1981). En el caso
de M. coralloides D, la cantidad de proteinas extracelulares no se
ve alterada lpor la concentracién de fosfato externﬁ. Durante la fase
estacionaria no se detect® incremento en la cantidad de proteina
extracelular, peroc si en la fase de autolisis. Asi mismo, durante el
.crecimiento no se detecté actividad malato deshidrogenasa en los
sobrenadantes, pero si al inicio y durante la fase de autolisis.
Estos dos hechos indican que la proteina extracelular detectada en
la fase de crecimiento no es producto de muerte o lisis celular,
sino resultado de un proceso real de secreciém.

Por otra parte, la cantidad de proteina producida en funcién
del niumero de células, permanece constante a lo largo de toda la
fase de crecimiento, de forma similar a como se ha descrito en X.
xanthus (Nicaud et al.,, 1984). La constancia en la cantidad de
proteina extracelular producida por célula sugiere un mecanismo que
controla la cantidad total de proteina segregada. Una situacion
similar -ha sido propuesta para bacterias Gram-positivas (Coleman,
1881).

La obtencién de nutrientes, gracias a 1la accién de sus
proteinas extracelulares, es un proceso esencial para las
mixobacterias durante su vida en el suelo. Asi, el control de esta
produccién, como etapa esencial para su metabolismo, debe estar

estrictamente controlado.

En contraste con 1lo anterior, el fosfato produjo una
disminucién en el contenido de pigmentos de M. coralloides D, aunque
este fenémeno también era producido por otros tampones organicos.
Asi, el efecto observado no es debido exclusivamente al fosfato.
Cabria atribuir este efecto al incremento de la molaridad del medio,
provocado por estos tampones; sin embargo, los resultados no fueron
concluyentes, ya que, aun cuando un incremento de la molaridad del

fosfato y del Tris disminuyé el contenido en pigmentos de las
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células, los tampones organicos (Hepes y MNops’) no tuvieron mayor
efecto al aumentar su concentracion de 10 a 30 mXM.

En las mixobacterias estudiadas, el contenido especifico en
carotenoides es constante y fuertemente regulado durante el
crecimiento, aunque dependiendo de diversos factores ambientales
como la luz (Reichenbach & Kleinig, 1984). El contenido en
carotenoides también depende de la raza empleada. El estudio del
efecto del fosfato y la temperatura sobre la sintesis de pigmentos
en diversos mutantes constitutivos para la caratenogénesis en AX.
xantus, asi como, en la raza salvaje, indicaron que el efecto de
estos factores era muy variable segun las razas. Asi, en algunas
razas la temperatura mosiré ser el factor inhibidor de sintesis mas
importante, y en otras, lo fue el fosfato (Goicoechea et al., 1987).

Por tanto, el control de la sintesis de pigmentos en
mixobacterias se muestra complejo y susceptible a la accién de
diversos factores . La 1luz, es sin duda, el mAs importante
fotoinductor de la sintesis de carotenos, dado el papel de éstos en
la proteccién de la fotolisis. Asi, la carotenogénesis es activada a
nivel de transcripcién por un mecanismo inducido por la luz en X,
xanthus (Balsalobre et al., 1987).Sin embargo, el efecto de otros
factores ambientales (temperatura, molaridad, etc) no estd bien
definido, desconociéndose si su accién sobre - la sintesis de
pigmentos es directa o bien por una accién indirecta sobre la
fisiologia de la bacteria.

Secundariamente al estudio de la accién sobre la sintesis de
pigmentos se comprob6 que los tampones organicos (Hepes y Mops)
podian retrasar la fase de autolisis, si bien el incremento en su
molaridad no provocaba un efecto mayor como en el caso del fosfato.

Es conocido que las mixobacterias excretan grandes cantidades
de ién amonio durante su crecimiento sobre hidrolizados de
proteinas, como resultado de la utilizaciéon de los aminoacidos del
medio como fuentes de C, N, y energia (Gerth et al.,, 1986)., Este ién

amonio u otros compuestos nitrogenados productos de desecho del
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metabolismo celular, pueden provocar el aumento del pH observado en
los caldos de cultivo. De hecho, el mayor aumento de los valores de
pHE se da durante la fase exponencial, mientras que durante la fase
estacionaria y la fase de lisis el incremento de pH es menor. Esto
es concorde con la idea de que son los productos nitrogenados,
excretados durante el crecimiento, los responsables de este aumento
del pH.

La mayor molaridad del tampén presente en el medio de cultivo
ofrece una mayor capacidad de tamponamiento del medio, sin embargo
no hay una relacién directa entre los valores de pH y la lisis
observada. Asi, valores de pH de 8,7-8,9 pueden encontrarse en
cultivos lisados con una densidad bptica de 0,1 y en cultivos en
fase estacionaria con densidad éptica de 0,9.

Aunque los tampones- orgénicos (como Hepes y Mops) prevenian
la lisis, el fosfato resultaba ser el mas eficaz. El papel del
fosfato en este proceéo de lisis sera comentado posteriormente.

El fosfato celular puede ‘encontrarse libre, en forma de
ortofosfato, unido a otras moléculas de fosfato, como fosfato més o
menos polimerizado, o ligado a moléculas orgénicas. El estudio de
los diferentes compuestos celulares con fésforo ha sido abordado por
diferentes vias.

La extraccion y fraccionamiento de compuestos fosforilados se
llevé a cabo por un proceso secuencial que permitié determinar el
contenido celular en fosfato libre (ortofosfato), y fosfato
polimerizado. Este Gltimo se puede dividir en una fraccién de menor
grado de polimerizacién (fraccién Acido soluble) y otra mas
polimerizada <(fracciéon acido insoluble), La adsorcién con carbono
activo tras el tratamiento con acido en frio, permitié eliminar los
metabolitos fosforilados de bajo peso molecular, igualmente el
carbono eliminé la fraccién de acidos nucleicos tras la extraccién
con #&cido en caliente. Las medidas de fésforo total realizadas
mostraron que la fraccién de fosfato acido soluble-écido estable

atribuible, principalemente, a nucleétidos y fosfoazicares era
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cuantitativamente menor. Asi mismo, se observd que los Acidos
nucleicos eran bastante estables al tratamiento con acido en
caliente, al igual que se ha descrito en otros microorganismos
(Terry & Hooper, 1970).

Los resultados obtenidos fueron diferentes segin los medios y
condiciones de cultivo. La sintesis de polifosfatos de larga cadena
por células en cultivos liquidos fue mayor en medios que permiten un
crecimiento menor (Tripticasa 0,25%) o al final del crecimiento
exponencial y en la fase estacionaria de cultivos mas ricos
(Tripticasa 0,75%). Estos resultados son conformes con las
condiciones generales descritas para la formacién de formas
altamente polimerizadas de fosfato. La sintesis de polifosfatos es
promovida, generalmente, cuando el crecimiento es poco vigoroso ( en
fase estacionaria del crecimiento normal), o cuando el metabolismo
refleja una deficiencia en nutrientes o un crecimiento no balanceado
(Harold, 1966).

Por el contrario, el crecimiento en medio s6lido no promovio
la sintesis de polifosfatos, sino su degradacion. Tan sélo durante la
maduracién de los cuerpos fructificantes se aprecié un incremento en
esta fracciénm.

El contenido de ortofosfato celular durante el crecimiento en
medio liquido fue relativamente constante y sufrié wun aumento
continuado durante el crecimiento en medio s6lido. Por otra parte la
fraccién de fosfato labil presentsé el comportamientc méAs irregular.
En los dos medios liquidos utilizados, aumenté con el crecimiento
para disminuir en la fase estacionaria Y recuperarse posteriormente.
En el medio sélido Agar levadura presenté un comportamiento paralelo
a los polifosfatos de larga cadena y se mostré bastante estable
durante el crecimiento saobre CTA.

A excepcién de la sintesis de los polifosfatos en medio
liquido, el anélisis de 1las restantes fracciones se presenta
complejo. Las diferencias en las condiciones de cultivo (medio sélido

y liquido) y las diferencias de cada medio en particular (Agar
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levadura o CTA y Tripticasa 0,75% o 0,25%) pueden afectar de modo
diverso al metabolismo de estas fracciones fosforiladas. Las
variaciones en el contenido de ortofosfato celular y de 1las
fracciones menores de polifosfatos se han relacionado con etapas
concretas del desarrollo en Dictyostelium discoideum (Gezelius,
1974), con condiciones de anaerobiosis en E. coli (Rao et al., 1985)
0 con limitacion del contenido celular de nucledtidos en E. coli
(Kukko & Saarento, 19883) y Nitrosomonas europaea (Terry & Hooper,
1970). En levaduras el contenido de estas fracciones ha sido
relacionado con diversas condiciones de crecimiento y con el
contenido de la carga energética celular (Ermakova et al., 1981). Las
diferentes posibilidades apuntadas seran comentadas posteriormente,
tras hablar de otros aspectos del contenido en compuestos
fosforilados de las células de M. coralloides D.

La unién del fésforo a moléculas organicas se realiza,
basicamente, por enlaces fosfomonoésteres o fosfodiésteres. El enlace
fosfodiéster posee una relativa estabilidad que permite al fosfato
formar un puente que conecta dos unidades y apoya la creacién de
estructuras macromoleculares. De este modo aparece en el ADN, ARN y
fosfolipidos. La cuantificacién de este elemento en dichas moléculas
es dificil, en virtud de 1la complejidad de 1las mismas. La
determinaciéon de. ADN, ARFN y la extrmccion de lipidos, sirvié para
comprobar la utilidad de estas técnicas generales en el caso
concreto de ¥, coralloides D. k

El fosforo ligado a los ésteres fosfato simples forma parte
de las vias centrales del metabolismo celular. Los adenin nucleétidos
constituyen una forma de ésteres fosfato de gran importancia dado
que constituyen el sistema energético celular. En la mayoria de las
células creciendo en forma activa, los valores de carga energética
se hallan entre 0,7 y 0,9. Cuando el crecimiento es poco vigoroso se
presentan valores de 0,6. Valores menores a 0,5 suelen resultar en la

muerte celular, aunque se pueden encontrar valores mucho menores
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(aproximadamente de 0,1) en formas de resistencia como las
endosporas de Bacillus (Dawes & Senior, 1973).

Los valores observados en células de M. corslloides D
creciendo en medios ricos, se sitian en tornmo a 0,8, mientras que
los valores encontrados en células crecidas en un medio més pobre
se situaban en torno a 0,6. Los valores en células recogidas en fase
de lisis eran ain menores. De igual modo, durante el crecimiento
sobre medios sélidos se detectaron valores entre 0,7 y 0,8, propios
de ceélulas con una elevada actividad metabélica. E1 contenido en ATP,
ADP y ANMP de las células de N. coralloides D, durante el crecimiento
sobre Agar levadura y sobre medioc ALP fue superior al obtenido en el
resto de los casos. Hay que indicar que estos medios contienen
celulas de levadura de las que se nutren las mixobacterias y que,
por tanto, asemejan mas a su estado natural en el suelo, donde
actuan como depredadores. En el medio CTA y en los medios liquidos
que proporcionan los nutrientes como hidrolizados de proteinas, el
contenido celular en adenin nuclestidos fue siempre menor.

Al igual que anteriormente, la carga energética adenilada
encontrada durante los procesos de induccién y germinacién de
mixésporas fue elevada, en torno a 0,8. Parece que este valor se
mantiene constante en todas las etapas de los ciclos de vida de X.
coralloides. Estos resultados son similares a los referidos en X.
xanthus (Hanson & Dworkin, 1974; Smith & Dworkin, 1980). Los valores
de carga energética presentes en las mixésporas no sufren variacién
tras un proceso de desecacién que imité a ciertas condiciones
naturales. Los valores de carga energética de las mixésporas de
cuerpos fructificantes son mucho mayores a los encontrados en las
endosporas de Bacillus. Esto apoyaria la idea de que las mixésporas
son formas de reposo mas que de resistencia.

El mantenimiento de los niveles de carga energética, con muy
escasas variaciones, durante las diferentes etapas de los ciclos de
vida, pueden poner en duda la importancia de este parametro como

indicador del estado metabélico «celular. De hecho, diversas
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limitaciones a la utilidad real de este parametro han sido descritas
por Knowles (1977).

Del estudio de 1los adenin nucleétidos y de las formas
polimerizadas de fosfato se puede apreciar una relacién inversa
entre ellos. Como hemos sefialado anteriormente, la sintesis de los
polifosfatos de larga cadena estd unida a condiciones generales que
no favorecen el crecimiento activo celular. En X. coralloides
apreciamos que el incremento y mayor contenido en polifosfatos se
daba en estas condiciones durante el cultivo en medio liquido
Tripticasa 0,25% y en la fase estacionaria de cultivos en medios mas
ricos. Otras variaciones son mas complejas de explicar, pues aunque
el contenido en adenin nucledtidos de las células crecidas en Agar
levadura es alto, estos valores son menores para las celulas
cultivadas sobre CTA y en ambos casos se aprecia un descenso en el
contenido de polifosfatos.

En los otros dos procesos del desarrollo, induccién y
germinacién de mixoésporas, se pueden enconirar algunas diferencias.
En el proceso de induccién, el contenido en polifosfatos disminuye
durante todo el proceso, con un incremento paralelo de las
fracciones de polifosfatos menores y de ortofosfato, lo que parece
indicar una degradacion sucesiva de los polifosfatos de mayor
longitud a lo largo del proceso de induccién. Por contra, estos
polifosfatos no sufren variacion alguna en la germinacidén de estas
mixésporas. Las otras dos fracciones disminuyen en las primeras
horas del proceso de germinacion, bhasta recuperar los valores
usuales de las células vegetativas. El significado de estas
variaciones se correlaciona posteriormente c¢on otros hechos
observados durante la induccién y germinacién de mixésporas.

En general las fracciones de ©polifosfatos menores y
ortofosfato es méas variable y dificil de relacionar con bhechos

generales del metabolismo, mostrando uma mayor variabilidad en su
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contenido, lo cual concuerda con su mayor facilidad de movilizacién

metabslica (Eigemer & Bock, 1972; Domanski-Kaden & Simonis, 1972).

Junto a los procesos de extraccién de polifosfatos y medida
de adenin nucleétidos por ensayos de bioluminiscencia, el contenido
celular en compuestos de fésforo fue estudiado por otros dos
métodos.

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear realizada
sobre ceélulas y extractos sonicados permitié detectar diversos
fosfomonoésteres azucarados y fosfodiésteres ligados a lipidos, asi
como la fraccién de ortofosfato. Los estudios sobre extractos
sonicados también permiten detectar una sefial asignada a los

nucleétidos fosforilados ATP y ADP. Los polifosfatos, sin embargo, no
' fueron detectados, posiblemente debido a encontrarse ligados a otros
componentes celulares. Esto concuerda con resultados obtenidos en
otros microorganismos (Kulaev & Vagabov, 1983). ‘

El uso de la espectroscopia de resonancia magnética nuclear en
el campo de la microbiologia ha permitido el estudio de diferentes
aspectos del metabolismo microbiano, siendo sin duda unp campo aun
no explotado en- todas sus posibilidades (Baxter, 1985). Nosotros
hemos utilizado esta técnica en una primera aproximacién a su
metodologia y desarrollo. Cualquier intento posterior de estudioc en
procesos dinamicos del metabolismo de las mixobacterias, exigiria
asegurar una fuerte oxigenacién de las muestras sometidas al
analisis por RHEN. La oxigenacién es el principal problema
experimental en el estudio de muestras vivas por RMN (Hollis, 1980).
Dado el carécter aerobio de las mixobacterias y la necesidad de
alcanzar grandes densidades celulares en los pequefios volumenes a
estudiar, la oxigenacién seria esencial en nuestro caso. Sin embargo,
en los estudios de deteccién de compuestos, el trabajo con densas
suspensiones de células o sonicados de las mismas en +tampones

adecuados puede desarrollarse con menos problemas.
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La microscopia electronica permite la observacién de cuerpos
de inclusion de polifosfatos. Estos se pueden presentar, segon los
procesos de fijacién y tincioém, como cuerpos densos a los electraones,
como estructuras electrodensas en la periferia y electro
transparentes en su centro o incluso como estructuras porosas,
generalmente localizadas en el nucleoplasma celular (Harold, 1966;
Kulaev & Vagabov, 1983). Los estudios de deteccién realizados en X.
corallpides D permitieron la visualizacién de estos cuerpos como
esiructuras electrodensas localizados en el nucleoplasma, al igual
que en M, xanthus (Voelz et al., 1966)., En las células recogidas de
los cultivos en Tripticasa 0,25% se pudieron detectar hasta cuatro
granulos de polifosfatos, si bien lo normal en estos cultivos y en
los de Tripticasa 0,75%, era la presencia de uno o dos cuerpos de
inclusion. Realmente los analisis a microscopia no permiten una
valoracién cuantitativa exacta , si bien apoyan, con su deteccién

cualitativa, los estudios anteriores.

La via glucolitica, constituida por fosfomonoésteres
azucarados, es una ruta central del metabolismo celular. La
utilizacién de esta via metaboélica para la obtenciéon de energia ha
sido puesta en duda en M. xanthus (Yatson & Dworkin, 1968). En esta
mixobacteria se ba descrito una actividad hexoquinasa-PPi
dependiente, pero no actividad hexoquinasa—-ATP  dependiente
(Shimkets, 1984). En nuestro caso estudiamos ambas actividades junto
a una actividad bexoquinasa-polifosfato dependiente. De los
resultados podemos concluir que ¥, coralloides D presenta una
actividad hexoquinasa—~ ATP dependiente, al igual que otras razas de
M. coralloides (Irschik & Reichenbach, 1985) y otras mixobacterias
(McCurdy & Khouw, 1969; Sarao et al., 1985), Junto a esta actividad
se detecté una actividad hexoquinasa-polifosfato dependiente, cinco

veces menor a la anterior.

264



DISCUSION

La presencia de dos actividades hexoquinasas diferenciadas
por la molécula donadora del enlace rico en energia que utilizan,
esta bien estudiada en diversas especies de FPropionibacterium. En
estas especies, la actividad polifosfato dependiente es 3 a 5 veces
superior a la actividad ATP dependiente, indicando que los
polifosfatos juegan un papel esencial en la fosforilacién de 1la
glucosa (Vood et al, 1987).

En el caso de M. coralloides D, el ATP parece ser el principal
sustrato que actia en el proceso, siendo 1los polifosfatos un
sustrato secundario. Para ¥. xanthus, el PPi (la forma mas simple de
polifosfatos) parece ser el d4nico sustrato empleado, aunque
desconocemos si en esta o en otras especies de mixobacterias donde
se ha estudiado la actividad hexoquinasa se emplearon polifosfatos
en los estudios realizados. La bibliografia consultada parece indicar
que no se analizé tal posibilidad.

Obviamente, la deteccién en extractos crudos celulares de
estas dos actividades no implica la existencia directa de dos
enzimas diferentes, podria tratarse de un mismo enzima con mayor
afinidad por el ATP que por los polifosfatos. En todo caso, la
presencia de estas dos actividades bhexoquinasa, contribuye al
conocimiento  del discutido  metabolismo glucidico  de las
mixobacterias y abre las posibilidades de estudios posteriores. Asi
mismo, refuerza la idea del uso por los microorganismos de formas
alternativas al ATP como fuente de energia en los procesos del

metabolismo celular.
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En relacién a los estudios sobre fosfatasas durante los
ciclos de M. coralloides D, y como paso previo, se buscé el agente
mas adecuado para la permeabilizacién celular, encontréndose que el
tolueno daba los mejores resultados junto con el DMSO. La eleccién
del tolueno se realizé en base a su menor toxicidad, con lo que se
evitaban los mayores riesgos de manipulacién que exigia el DMSQO. El
empleo del SDS y del Triton X-100 solo o en diferentes mezclas con
alcoholes provocaba una disminucién acentuada de 1la actividad
detectable en los controles. Aunque en los estudios con mixésporas
no se realizaron controles, dada la elevada resistencia de estas
formas a 1la ruptura por sonicacién, la homogeneidad de los
resultados obtenidos y las indicaciones encontradas en 1la
bibliografia nos llevaron al uso comin de este agente en todas las
formas celulares, aunque con tiempos diferentes de tratamiento.

La permeabilizacién celular es muy usada en el estudio in situ
de actividades enzimaticas en células de levadura (Ram et al., 1983).
Aunque estos microorganismos presentan una pared celular de gran
grosor, la permeabilizacién con estos agentes permite el estudio de
muy diversas actividades enzimaticas al facilitar la difusién de
diversos sustratos. Las mixésporas paoseen una pared celular de
mayor grosor que la pared de las células vegetativas, pero no
comparable a la presente en levaduras. Dado que el tratamiento de 15
minutos permitia detectar valores apreciables de actividad
enzimatica y que tratamientos més prolongados llevaban a la lisis
celular, consideramos que la permeabilizacién de las mixesporas fue
satisfactoria al igual que en las células vegetativas. La
permeabilizacién celular permite, de este modo, disponer de un
método rapido para el ensayo de las actividades enzimaticas
buscadas.

El estudio sobre medios de produccién permitié comprobar que,
aunque no hubo grandes diferencias entre los diversos digeridos

enzimaticos de proteinas, el crecimiento sobre hidrolizados acidos
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fue mucho menor. La destruccién de algunos aminoadcidos como el
triptéfano y la cisteina por la hidrélisis acida puede provocar este
menor crecimiento. Estos hidrolizados también contienen una elevada
proporcién de ClNa. Como ya se indicé en el capitulo de Resultados,
la eleccién de Tripticasa-BBL se basé en su mejor disponibilidad,
més barato coste y mayor homogeneidad de los lotes comerciales
disponibles. Este medio desplazé al Casitone, utilizado habitualmente
con anterioridad, dado que el Casitone-Difco es mAs caro y en
algunos casos provocé problemas de crecimiento al usar algunos
lotes comerciales adquiridos. La produccién de fosfatasas celulares
y extracelulares en los diferentes medios donde el crecimiento fue
eficiente no presenté grandes variaciomes. La produccién de
fosfatasas por Lysobacter enzymogenes si se ve afectada por el uso
de diversas peptonas, especialmente la actividad extracelular (Von
Tigerstrom & Stelmaschuk, 1987).

El estudio del control de 1la produccién de actividad
fosfatasa, estd mayoritariamente ligado a los niveles de fosfato
presentes en el medio de cultivo. Como ya hemos indicado en 1la
Introduccién, las fosfatasas pueden proporcionar una fuente
alternativa de fésforo en su accién sobre los fosfatos organicos.
Aunque las fosfatasas son reprimidas por el fosfato inorganico y se
encuentran bajo la regulacién del metabolismo del fésforo, en todos
los grupos de microorganismos podemos encontrar fosfatasas no
reprimibles por el Pi, fosfatasas que se consideran como
constitutivas. En realidad aunque, la represién por fosfato en 1la
sintesis de estos enzimas es un fenémeno generalizado, es también
muy comun la existencia de razas constitutivas para la sintesis de
estos enzimas.

Asi, la fosfatasa alcalina de E. coli disminuye sus niveles
300 veces en presencia de Pi 2,3 mM <(Torriani, 1960), aunque se
pueden aislar numerosas razas que producen este enzima de forma
constitutiva (Kuo & Blumenthal, 1961). Esta dualidad puede

encontrarse en otros microorganismos como Serratia marcescens
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(Bhatti, 1974; Kranz et al., 1975), Staphylococcus aureus (Kuo &
Blumenthal, 1961), Streptococcus mutants (Greenman & Melville,, 1978)
y Sporothrix schenckki (Armold et al., 1986,

De igual modo podemos encontrar diferentes especies donde
solo se indica uma produccidon constitutiva o una produccién
desreprimible. En el primer caso citamos a varias razas de
FPseudomonas sp. (Stewart, 1972), Citrobacter sp. (Hambling et al.,
1987), varias especies de Capnocytophaga (Poirier & Holt, 1983a),
Bacteroides ruminicola y  Bacteroides succinogenes  (Cheng &
Costerton, 1973), Bn el segundo caso podemos citar a Bacterionema y
Actinomyces (Franker et al.,, 1978), Pseudomonas aeruginosa (Cheng et
al., 1970), varias especies de Vibrio (¥oolkalis & Baumann, 1981) y
Lysobacter enzymogenes (Von Tigerstrom, 1984). En cianobacterias
podemos encontrar ejemplos de los dos tipos (Healey, 1982).

En levaduras vy hongos micelares la situacién es mas
compleja. Saccharomyces cerevisiae posee normalmente cuatro tipos de
fosfatasas, dos reprimibles por Pi y otras dos constitutivas (Lemire
et al., 1985), En Neurvspora crassa se han descrito razas con
actividad constitutiva y razas desreprimibles (Kuo & Blumenthal,
1961>. Las razas salvajes suelen poseer un actividad fosfatasa
alcalina constitutiva y otra reprimible, junto a umna forma A&cida
reprimible. Esta forma acida se encuentra bajo el control del
metabolismo del fésforo y del nitrégeno (Grove & Marzluf, 1980),

La actividad fosfatasa acida y alcalina presentes en X,
coralloides D no fueron reprimibles por el ortofosfato. Los niveles
de actividad fosfatasa detectados fueron similares en medios con
alta y baja concentracién de fosfato. No se encontraron variaciones
en los extractos celulares de cultivos en medio minimo a diferentes
concentraciones de fosfato. Si estas actividades celulares estuvieran
bajo induccién de fosfatos organicos, presentes en los medios con
peptonas, los niveles encontrados durante el crecimiento en el medio
mipimo deberian haber sido menores. Por otra parte, la desrepresion

por limitacién de fosfato en el medio minimo hubiera debido provocar

268



DISCUSION

un aumento de actividad. Sin embargo, en todos los casos, la
actividad especifica encontrada fue similar, es decir, estas
fosfatasas se comportan como enzimas no reprimibles por el fosfato
inorganico, siendo constitutivas.

Junto a las actividades celulares, la deteccién de actividad
fosfatasa en 1los sobrepadantes durante el crecimiento de X,
corallpoides D en medio liquido indica su secrecién al medio durante
este crecimiento. La sintesis y secrecion de las actividades
extracelulares no se ve afectada, al igual que las celulares, por los
niveles de fosfato inorganico presentes en el medio.

Estas actividades presentes en los sobrenadantes fueron
mayores al inicio del crecimiento y se presentaron en forma soluble
en mas de un 80%. La causa de la pérdida de esta actividad fue
estudiada desde diferentes puntos de vista. Durante el crecimiento
en medio liquido, se puede observar un aumento del pH debido,
probablemente, a la acumulacién del i6n amonio en el medio. las
actividades extracelulares mostraron ser bastante estables frente a
los valores de pH comprendidos entre 6,5 y 8,5, los usuales en los
caldos de cultivo. El ién amonio provocaba una inhibicién del 10% de
estas actividades a concentraciones de 1 mM. El fosfato 10 mM (la
concentracién presente ~en el medio de cultivo) provocaba una
inhibicién préxima al 40%, sin embargo, este ion se encuentra en el
medio desde el comienzo del crecimiento a esta concentracién. Las
actividades extracelulares se mostraron sensibles a la accion de las
proteasas ensayadas. Asi, el efecto del fosfato y del pH del medio
no parecen ser los factores mas importantes en la pérdida de
actividad observada. El ién amonio como tal, podria por si mismo
provocar una inhibicién de las actividades, aunque cabria esperar
una inhibicién sucesivamente mayor a lo largo del crecimiento, hecho
este que no ocurre. La degradacién parcial de las actividades por
proteasas segregadas por esta mixobacteria durante su crecimiento

podria ser otra posibilidad a contemplar.
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En conjunto, todas estas acciones podrian provocar la pérdida
de actividad observada, si bien, no conocemos en que medida tal
perdida es causada por cada uno de ellos o por otros agentes no
estudiados, siendo légico contemplar la interaccién de todos ellos.
En 4ltimo caso, no conocemos en que medida los estudios in vitro
corresponden a las condiciones reales de los cultivos.

las mixobacterias son microorganismos propios del suelo,
siendo la materia organica imsoluble en agua una de las mayores
fuentes de nutrientes en el mismo. La solubilizacién de estos
nutrientes es cuantitativamente importante cuando 1las bacterias
estan presentes a altas densidades celulares, como en los enjambres
de mixaobacterias.

Ya hemos comentado que las mixobacterias sobreviven como
saprofitos sobre materia vegetal o como depredadores de otros
microorganismos en los suelos de todo el mundo. Su nutricién depende
de la producciébn y secreciébn de un gran naimero de compuestos
extracelulares como enzimas liticos, proteasas, lipasas,
polisacaridasas y antibiéticos (Shimkets, 1984). El papel nutricional
de estos enzimas es claro. Las células que viven en densos enjambres
acumulan altas concentraciones locales de enzimas hidroliticos que
apoyan un crecimiento més rapido al proveer a las células con méas
nutrientes. La importancia de estas secreciones en los enjambres de
mixobacterias se ve reflejada en el fenémeno conocido como
crecimiento cooperativo (Rosenberg et al., 1977). Ademas, las altas
concentraciones de enzimas extracelulares que bhabria en los
enjambres podrian proteger de la hostilidad del medio ambiente del
suelo a estos enzimas (Zahavi & Ralt, 1984). Por otro lado, el uso
cooperativo de los enzimas segregados puede haber estimulado la
presién selectiva para la evolucién del comportamiento multicelular
de las mixobacterias (Dworkin, 1972).

Los niveles de fésforo inorgamico soluble en el suelo son muy

limitados, en torno a 10-%® (Beck & Munns, 1684)., constituyéndose la
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fraccién de fosfato organico en un 10-80% del total, segun las
diferentes condiciones (Alexander, 1977).

La accién de las fosfatasas como enzimas hidroliticos que
liberan fosfato a partir de ésteres orgamicos, tendria un claro papei
nutricional en estas condiciones. De hecho, las fosfatasas son
enzimas comunes en el suelo (Alexander, 1977). Por otra parte, la
actividad fosfotransferasa detectada en los enzimas celulares podria
colaborar al transporte y acumulacién del fosfato en la célula.

Los enzimas hidroliticos, y otras moleculas que provocan la
lisis celular, proporcionarian sustratos a las fosfatasas que podrian
suministrar fésforo a las celulas en crecimiento. Las actividades
nucleasas presentes en las células de X. coralloides D (Martinez-
Cafiamero, 1986) podrian cooperar con las fosfatasas en esta accion.

La produccién de fosfatasas y nucleasas ha sido estudiada en
diversos microorganismos deslizantes como varias especies de
Capnocytophaga (Poirier & Holt, 1983a), Cytophaga y Lysobacter
enzymogenes (Von Tigerstrom, 1984; Von Tigerstrom & Stelmaschuk,
1987). Capnocytophaga produce fosfatasas celulares y extracelulares
de forma constitutive y Lysobacter enzymogenes presenta altos
niveles celulares en presencia de fosfato inorganico en el medio.
Estas actividades, y su papel adaptativo y nutricional, han sido
estudiadas en diversos microorganismos (Ricketts & Rappitt, 1974;
Voolkalis & Baumann, 1981; Von Tigerstrom, 1984), incluidas varias
especies de mixobacterias (Martinez-Cafiamero et al., 1987).

La sintesis y secrecién de estos enzimas es concorde con el
carécter de la nutricién de las mixobacterias y su uso natural de
fuentes organicas de fésforo. Es razonable sugerir que la produccion
y secrecion constitutiva de enzimas, fosfatasas en este caso, es
ventajosa para la degradacion de los sustratos nutritivos en los
enjambres de mixobacterias. Zahavi y Ralt (1984) proponen un modelo
de seleccion individual para explicar la seleccién de este fenomeno.
Cabria preguntarse, ¢icual es la ventaja gue representa para un

individuo la produccién continua de enzimas hidroliticos?. La
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respuesta se basa en el comportamiento multicelular de estos
microorganismos. La presién selectiva de su mv’edio: debié mover a las
mixobacterias a colaborar entre ellas para producir mas enzimas vy
con ello disponer de mas nutrientes, siendo asi ventajoso producir y
segregar nuevas moléculas que aseguran la existencia de mas
colaboradores en esta tarea. Podemos hablar de un altruismo algo

egoista.

El estudio de las actividades fosfatasas celulares durante el
crecimiento en medio s6lido de N. coralloides D revelé diferencias
entre los perfiles de activiadad especifica durante el crecimiento
vegetativo sobre CTA y la formacién de cuerpos fructificantes sobre
Agar levadura. Las actividades fosfatasas alcanzaron un maximo
durante los dias de crecimiento, mientras que las actividades
durante el desarrollo mostraron dos picos maximos de actividad.
Cuando la fructificacisén fue inhibida con fosfato, el perfil de
actividad fue similar al observado durante la formacién de colonias
vegetativas.

Durante la induccién de mixésporas con glicerol, también se
detectaron variaciones en las actividades fosfatasas. Orlowski et al
(1972) 'y Filer et al (1977) también observaron incrementos
transitorios en diversas actividades enzimaticas durante este
proceso en X. xanthus.

Las mixésporas de glicerol son mas activas metabélicamente
que las mixésporas de cuerpos fructificantes (Kaiser et al.,, 1979).
De acuerdo con ello , las actividades fosfatasas detectadas en las
mixésporas de glicerol son un 60% mayores que las presentes en las
formas de cuerpos fructificantes. Los dos tipos de mixésporas
presentaron modelos de actividad diferentes durante el procesoc de
germinacion. Por el contrario, ambas poseian valores de carga
adenilada similares, como se comenté anteriormente.

Destacamos que ambos tipos de mixosporas no presentaban

actividad fosfatasa extracelular, detectandose ésta sélo en el
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proceso de germinacién en medios <con nutrientes y no en
suspensiones tamponadas. El modelo de actividad extracelular durante
la germinacién fue similar para ambos tipos de mixésporas. La
pérdida de la actividad extracelular preexistente durante 1la
induccién de mixésporas con glicerol podria ser debida a proteasas
extracelulares. De hecho, hemos detectado actividad proteolitica
durante la induccién, aunque las fosfatasas eran estables durante
las primeras bhoras de la induccién, etapas en las que también era
detectable actividad proteasa. La produccién de nuevas proteasas
especificas durante este proceso constituiria una posible explicacién
al fenomeno.

Estas variaciones en las actividades fosfatasas son, sin duda,
reflejo de los cambios bioquimicos y fisiolégicos que conllevan las
diferentes etapas del desarrollo de ‘las mixobacterias. Estas
alteraciones en las actividades enziméticas durante el proceso de
diferenciaciéon y desarrollo son usuales en todos los microorganismos
que sufren estas variaciones en su ciclo de vida (Huttermann, 1872;
Huttermann et al., 1977; Vinter et al., 1987)., También en
mixobacterias se han detectadao estas variaciones, como indicdbamos
anteriormente.

En relacién con las actividades enziméticas durante los ciclos
de vida, hemos de -comentar otros dos puntos que aplazdbamos
anteriormente. Al inicio de esta Discusién indicabamos que el
fosfato podia prevenir la autolisis celular observada en los cultivos
liguidos de ¥X. coralloides D. Hemos comentado que el proceso de
fructificacién es 1inhibido por el fosfato (Gonzdlez, 1985),
observandose en este caso un crecimiento vegetativo similar al
apreciable sobre CTA. Asi, los perfiles de actividad fosfatasa sobre
CTA y ALP son similares. Se ha sugerido que la correlacién entre
lisis celular y procesos de desarrollo es muy fuerte en las
mixobacterias (Zusman, 1984). Por otra parte, se ha especulado sobre
un posible papel del fosfato en el ciclo de desarrollo de las

mixobacterias (Dworkin, 1973; Jones & Barr, 1983).
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Jones y Barr (1983) sugieren la existencié de al menos dos
sitemas autoliticos en M. xanthus, uno sensible al fosfato, activo en
células vegetativas y durante la germinacion de mixésporas, y otro
no sensible a los niveles de fosfato, activo durante la induccion de
mixésporas y en los procesos de fructificacién.

En N. coralloides D el fosfato puede actuar sobre la autolisis
en medio liquido (Fernadez-Vivas et al., 1983) y sobre el desarrollo
de los cuerpos fructificantes (Gonzalez, 1985). Sin embargo, la
induccion de mixosporas con glicerol y su posterior germinacién es
independiente de la concentraciéon de fosfato (Gonzalez, 1985).

Las relaciones entre fosfato-lisis y fosfato-fructificacién
pueden verse reflejadas en las variaciones de actividad fosfatasa
detectadas en medio soélido. Asi, si las variaciones en la actividad
fosfatasa sobre Agar levadura son propias de los procesos de
desarrolio de esta mixobacteria, es de esperar que la inhibicién de
estos procesos evite también estas variaciones, como asi ocurre.
Lainhibicion del desarrollo por fosfato puede estar relacionada con
la accién de este ion sobre los sistemas autoliticos que actian en
las células en desarrollo, si bien esta accién permanece sin ser
aclarada.

Por otra parte, Dworkin (1973) apunté la posibilidad de que el
fosfato inorganico actuara como sefial intercelular para iniciar el
proceso de germinacién en X. xanthus. El fosfato inorganico seria
liberado de las mixésporas por induccién de su fosfatasa alcalina y
movilizacién de sus depésitos de polifosfatos. En M. coralloides D
hemos encontrado que las actividades fosfatasas celulares sufren un
incremento durante las primeras horas de la germinacién de sus
mixosporas. Por otro lado, en el proceso de induccion de mixésporas,
las reservas de polifosfatos eran degradadas, con un incremento
paralelo en formas de polifosfatos menores y de ortofosfato.
Posteriormente, en la germinacién, los polifosfatos de larga cadena
no sufren alteraciones pero si disminuyen los niveles de las otras

dos fracciomes. Podria haber, por tanto una liberaciéon de ortofosfato
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por movilizacién de estas fracciones. Sin embargo, las fosfatasas
celulares no mostraron actividad sobre los polifosfatos, como se
desprende de estudios posteriores, aunque dado que estos enzimas
fueron purificados de células vegetativas y no de mixésporas, la
posible existencia de una actividad especifica de mixdésporas, activa
sobre polifosfatos, no es descartable.

Estas evidencias, mé4s o menos directas, sobre el papel del
fosfato en la germinacién y la implicacién de sus reservas y de los
enzimas que las movilizan, tienen dos importantes hechos en contra.
Por un lado, en ¥. xanthus, la germinacién de las mixésporas de
cuerpos fructificantes no responde a la sefial del fosfato (White,
1975, Por otra parte e igualmente, en N. coralloides D la
germinacién de las mixésporas es independiente de la concentracion

de fosfato del medio (Gonzalez, 1985).
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En relacion al proceso de purificacion llevado a cabo a partir
de los extractos libres de células, éste consistio fundamentalmente
en dos etapas basadas en criterios de diferenciacién del peso
molecular <(cromatografia en Sephacryl) y de la carga eléctrica
(cromatografia en CM-Sephadex). El tratamiento con cloruro magnésico
permitié eliminar una parte de las proteinas eluidas en el frente de
la cromatografia sobre Sephacryl. “

En el proceso de purificaciéon hemos considerado la posible
existencia de una enzima con doble actividad fosfatasa-nucleasa como
las presentes en F. coli, Haemophilus influenzae y Streptococcus
pneumoniae (VWeiss, 1981). Aunque la fosfatasa alcalina de X,
coralloides eluia en Sephacryl $-200 junto a una actividad nucleasa
con un pH de accion similar, ambas actividades fueron separadas en
la etapa posterior de purificacién por cromatografia de intercambio
iénico sobre C¥-Sephadex. Esta separacién se comprobé
posteriormente con el uso de up gel del tipo DEAE, donde la
fosfatasa alcalina no se adsorbe en las condiciones de trabajo
empleadas.

Igualmente, la fosfatasa acida eluia en Sephacryl S-200 junto
a una actividad nucleasa. En este casoc ambas actividades mostraban
pHs de accién muy diferentes. Ademas, en los estudios de
purificacién de la actividad nucleasa, esta mostré afinidad por
intercambiadores de tipo aniénico en condiciones donde la actividad
fosfatasa no presentaba esta caracteristica (Martinez-Cafiamero,
comunicacién personal). Por tanto, en ambos casos, podemos descartar
la posible existencia de una enzima con doble actividad.

La presencia en una misma solucién de actividad nucleasa y
fosfatasa debida a diferentes enzimas es comin y resulta encjosa en
los estudios de especificidad de sustrato de ambos tipos de enzimas,
pues puede llevar a errores al calificar ambas actividades (Schmidt

& Laskowski, 1961). Es por ello necesario separar ambas actividades
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como paso previo a posteriores estudios. En nuestro caso, el uso de
resinas de intercambio idénico permitié separar estas actividades.

En relacién con la actividad alcalina presente en el frente de
elucién del Sephacryl S-200, los posteriores estudios indicaron que
esta actividad es atribuible a la misma forma que eluye en
fracciones posteriores de esta columna.

Asi, las fracciones con actividad a pH 4,5, al ser sometidas a
cromatografia en CM-Sephadex, elujian dicha actividad a una
concentracién de 0,1 M de Cl¥a. En estas fracciones no se encontraba
actividad a pH 8,5. Esta actividad alcalina se encontraba en
fracciones desplazadas del gel a una concentracién de 0,04-0,05 M de
Cil¥a. El nuevo fraccionamiento de esta actividad alcalina por
Sephacryl S-200, permitia obtener su actividad en los mismos
volimenes de elucién que las fracciones posteriores del primer
eluido por Sephacryl S-200., no encontrandose actividad en el frente.
Por otra parte, y de acuerdo con lo anterior, la cromatografia de
intercambio iénico de las formas activas a pH 8,5, provenientes de
las fracciones posteriores de la columna de Sepbacryl, permitia
obtener dicha actividad alcalina en fracciones desplazadas a una
concentracién de 0,05 M de ClNa.

Probablemente, una parte de 1la actividad alcalina sea
arrastrada en el frente inicial por la existencia en él de grandes
conplejos de proteinas. El tratamiento con cloruro magnésico y la
cromatografia de intercambio iénico permiten la separacién de la
actividad fosfatasa acida y alcalina, correspondiendo esta dltima en
sus propiedades a la forma que eluye por separado en la

cromatografia por Sephacryl.

El proceso de purificacién ha permitido obtener un
rendimientoc del 48% para la forma acida y de un 27% para la
alcalina, obviamente el factor de purificacién es menor en el primer
caso. El rendimiento obtenido en la purificacien de las fosfatasas

de otros microorganismos es muy variable . Asi, se han descrito
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rendimientos del 60% en FE. coli (Torriani, 1960), del 49% en
Lysobacter epzymogenes (Von Tigerstrom, 1984), del 2-3% en
Capnocytopbaga ochracea (Poirier & Holt, 1983b), del 42% en Serratia
marcescens (Bhatti, 1974), 34-44% en Vibrio cholerae (Roy et al.,
1982), del 25% en Vibrio splendidus y del 19% Vibric barveyi
(Voolkalis & Baumann, 1981), del 38% en Fseudomonas aeruginosa (Day
& Ingram, 1973), del 6% en Rhizobiuwm Ileguminosarum (Glenn &
Dilworth, 1980), del 20% en Neurospora crassa (Davis & Lees, 1972),
del 54% en Aspergillus ficuum (Ullah & Cummins, 1987) y del 30% en
Saccharomyces (Onishi et al., 1979). En general, y como es normal
los rendimientos mayores fueron acompafiados de un menor grado de
purificacién y viceversa. Asi, en el caso de E. coli descrito, el
factor de purificacién fue de 3, aunque bhay descritos otras
metédicas de purificacién que permiten un factor de purificacién de
115 con un rendimiento del 1,5% (Nesmeyanova et al., 1981). |
El estudio de la homogeneidad de las muestras obtenidas tras
los procesos de purificacién fue realizado por electroforesis y
densitometria, comprobandose esta homogeneidad en el caso de la
fosfatasa acida. Por lo que respecta a la fosfatasa alcalina, el
grado de pureza obtenido fue igualmente satisfactorio para la

realizacién de nuestros posteriores estudios de caracterizacién.

En el caso de la fosfatasa alcalina, el menor rendimiento
obtenido puede ser en parte provocado por su menor estabilidad. Con
el fin de tratar de aumentar los rendimientos y evitar la pérdida de
actividades, procedimos a incorporar al tampon de elucién de la
columna de Sephacryl S-200 asi como al extracto bruto imicial, un
inhibidor de proteasas (PMSF) a una concentracién final de 1 mM.
Este tratamiento no permitic detectar mayores actividades. Aunque
posteriormente se observé que las fosfatasas eran sensibles a
proteasas, el uso de este inhibidor no permitié detectar niveles
mayores de actividad en nuestro caso. Sin embargo, la presencia de

ClzMg en el tampéon de elucién de la columna de Sephacryl 5-200 si
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demostre ser importante para la deteccién de ambas actividades,
especialmente para la forma alcalina. Esto es conforme con el efecto

activador del ion Mg'* que se observé posteriormente.

El estudio del tamafio molecular de la fosfatasa alcalina, por
filtracién por gel, asigné un peso molecular de 31.000 dalton para
este enzima. Este tamafic es menor que el descrito para otras
fosfatasas alcalinas de microorganismos. Asi, se han referido
valores de 60.000 d. en V. cholerae (Roy et al., 1982), 68.000 4. en
P. aeruginosa (Day & Ingram, 1973), 80.000 d. en E. coli (Torriani,
1968)>, 100.000 d. en S. marcescens (Bhatti, 1974), 110.000 4. en
Capnocytophaga ochracea (Poirier & Holt, 1983b), etc. Sin embargo,
también,se han descrito fosfatasas alcalinas de pequefio peso
molecular en una bacteria deslizante comolyscbacter epzymogens, cuya
fosfatasa alcalina tiene 25.000 4. y en una halobacteria como
Halobacterium halobium (Bonet et &l.,1987) que presenta una
tosfatasa alcalina de 24.000 4.

El tamafio molecular de la fosfatasa 4&cida no ha sido
estudiado en mayor profundidad, si bien los datos iniciales indican

que se presenta como una forma de elevado peso molecular.

Como paso previo a otros estudios posteriores de
caracterizacion, se procedié al estudio de 1la influencia de 1a
concentracion de proteina y del tiempo de incubacién. En las
condiciones habituales de ensayo in vitro, el enzima esta presente
en condiciones limitantes o0 cataliticas, mientras que las
concentraciones de sustrato son mucho mayores. La relacién entre la
velocidad de reaccién y la concentracion de enzima es lineal sélo si
ge miden verdaderas velocidades iniciales, y ya que la velocidad
varia con la concentracion de susiratc, ei periodo de ensayo debe
acortarse lo suficiente para asegurar gque s6lo se utiliza una pequefia
fraccion del sustrato. 83 se elige un intervalo de tiempo mayor al

adecuado, la respuesta no sera lineal vara todas las concentraciones
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de enzima posiblemente utilizadas, y si se utiliza una concentracion
excesiva de enzima, la respuesta puede no ser lineal para un cierto
tiempo. En el caso de las fosfatasas también puede ocurrir que la
cinetica de reaccién se vea influida por la inhibicién por fosfato,
un producto de la reacciéon. Asi, la determinacién en los ensayos de
estudios cineticos de los limites de linealidad para la concentracion
de proteina a wusar y del tiempo de raccién es esencial,
manteniendose en todos los estudioz posteriores las condiciones de

linealidad encontradas en nuestro caso.

Los valores de pH optimo mas usuales para la fosfatasa acida
y &lcalina de microorganismos se sitdan en 4,5 y &5,
respectivamente; aunque se han descrito valores optimos de 2,5 vy 6,5
para diferentes formas acidas y de 7,1 y 11,1 para fosfatasas
alcalinas, A continuacién se muestran los valores de pH optimo
v Para algunas fosfatasas acidas vy alcalinas de diversos
microorganismos, incluyéndose los valores encontrados para X,

coralloides D en este trabajo.



Microorganismo

Escherichia coli

Vibrio parahaemolyticus
Fseudomonas sp.

Bacillus subtilis
Actinomyces sp.
Aspergillus ficuum

A. satoi

4. nidulans

A. niger

Geotrichum sp.
Saccharomyces cerevisiae

Candida utilis

Myxococcus coralloides D

E, coli

Lysobacter enzymogenes
V. parahaemolyticus

V. cholerae
Fseudomonas aeruginosa
B, subtilis
Staphylococcus aureus
Neurospora crassa

S. cerevisiae

C. utilis

Anacystis nidulans

¥yxococcus coralloides D

4,5

8,0

7,1-8,5
10,5-11,1

8,0
10,5
8,0
10,1
9,4
8,5
8,9
8-9.5

8,1
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Touati et al.,, 1987
Sakaguchi et al., 1972
Stewart, 1972

Pickett & Dean, 1978
Howell &Fitzgerald, 1953
Ullab & Cummins, 1987

"

Cotter & Martel, 1979
Becker, 1979
Fernandez et al., 1981a

Esta Memoria

Reid & Vilson, 1971
Von Tigerstrom, 1984
Sakaguchi et al., 1972
Roy et al., 1982

Day & Ingram, 1973
Pickett & Dean, 1978
Davies & James, 1974
Davis & Lees, 1972
Becker, 1979

Fernadndez et al., 1981b
Ihlenfeldt & Gibson, 1975

Esta Memoria
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En el estudio de la actividad acida, los mayores valores de
actividad se obtenian con el tampon acetico-acetato cuyo pKa es de
4,76. E1 tampon citrico-citrato posee valores de pK de 3,0, 4,74 y
5,4. Con este tampon se obtenian valores elevados de actividad entre
valores de pH de 4 y 5 pero menores a 4,5 que con el tampénm
acético. Es usual elegir el tampén cuyo pK presenta un valor lo mas
préximo al pH optimo observado. En la forma alcalina, la mayor
actividad se encontré con el uso del tampén Tris, cuyo pK es de 8,1.
Los valores a pH similares con los tampones Hepes y Glicina, cuyos
pK son 7,5 y 9,6 respectivamente, fueron menores.

La estabilidad frente al pH de ambos enzimas mostro ser algo
diferente. Asi, la fosfatasa acida era estable entre valores de pH de
3,0 y 9,0, mientras que la forma alcalina mostré estabilidad en
valores comprendidos entre 6,0 y 9,0. Dada la estabilidad de los dos
enzimas a valores de pH diferentes a su pH optimo, la menor
actividad a estos pHs puede deberse a de la formacién de formas
iénicas incorrectas del enzima y/o sustrato y no por una
inactivacioén irreversible del enzima.

En cuanto a la temperatura, la fosfatasa acida presenta su
maxima actividad a 43°2C y la alcalina a 372C. En el estudio de las
condiciones éptimas para la actividad, no se realizaron
preincubaciones a diferentes temperaturas, por lo que no podemos
habiar de una verdadera temperatura éptima, aubnque se realizaron comn
controles del sustrato incubados a las mismas temperaturas que
enzima y sustrato. Los estudios sin preincubacién determinan la
temperatura optima para el tiempo de ensayo escogido, tiempo donde
estan actuando dos factores contrarios, el aumento de las colisiones
enzima-susirato que aumentan la actividad y el aumento de 1la
velocidad de despaturalizacién que la disminuye. Esta temperatura
optima se diferencia de la verdadera, en que esta ultima permitiria
una actividad constante durante un periodo de tiempo tan largo como

al menos el periodo de ensayo.
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En relacion a la estabilidad térmica, hemos observado que
excepto a 502C, la fosfatasa acida se mostré mas resistente a la
inactivacion por «calor que la fosfatasa alcalina, aunque 1la
inactivacion es exponencial para ambas enzimas.

Iguaimente, la actividad acida mostré una mayor estabilidad a
bajas temperaturas. Tras la congelacién por dos meses se pudo
detectar un 71% de la actividad original, por sélo el 51% de 1la
actividad alcalina. El estudio de la estabilidad a 42C fue de
particular interés dado que todas las etapas de purificacién se
realizaron a esta temperatura. De nuevo encontramos una mayor
estabilidad en la forma acida. Sin embargo, ambos enzimas presentan
una estabilidad muy similar a 372C, valor proximo a la temperatura
donde se detecté la mayor actividad A&cida, y coincidente con la
temperatura de mayor actividad de la fosfatasa alcalina.

Como era esperado, ambas actividades enzimaticas fueron
sensibles a la accién de varias proteasas, pero no a enzimas que
actioan sobre moléculas de naturaleza lipidica o glucidica. Esto
parece indicar que estos compuestos estan ausentes de la enzima o
nc son de importancia en su actividad catalitica. De hecho, las
fosfatasas bacterianas son, en todos los casos descritos, proteinas
sin nigtn otro componente, al contrario que las fosfasas de
levaduras y hongos que son de naturaleza glucoproteica (Onishi et
al.,, 1979; Ullah & Cumnmins, 1987).

Indiquemos que en el estudio de las condiciones éptimas de
actividad, también se <considero 1la molaridad del tampén,
apreciandose que ambos enzimas presentaban elevada actividad en un
rango de 10 a 50 mM.

En el estudio de diferentes inhibidores enzimaAticos sobre las
actividades fosfatasas, encontramos un comportamiento similar con
otras fosfatasas bacterianas y que caracteriza a todos estos
enzimas.

El &cido tartarico y otros o-hidroxiidcidos sor inhibidores

caracteristicos de las fosfatasas A4acidas de tejidos animales
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(Hollander, 1971) y de algunos como Sporocthrix schenckii (Arnold et
al., 1986), pero no son inhibidores de las fosfatasas bacterianas.
Asi, estos compuestos no presentaron accién significativa sobre las
fosfatasas de M. coralloides D. La inhibicién encontrada en algunos
casos, no mas de un 10%, puede atribuirse a la capacidad de estos
acidos de captar iones necesarios para la actividad enzimatica. Los
agentes quelantes mas efectivos, como el EDTA, son inhibidores
comunes de todas 1las fosfatasas, tanto Aacidas como alcalinas,
observandose un efecto algo menor sobre las formas Aacidas
(Hollander, 1971), En nuestro caso, también se aprecié este menor
efecto del EDTA sobre la actividad acida.

La ausencia de inhibicién por EDTA sélo ha sido descrita en
fosfatasas que no tienen requerimientos de iones metalicos para su
actividad, como en la forma alcalina de Lysobacter enzymogenes (Von
Tigerstrom, 1984) y en las fosfatasas de Citrobacter sp. (Hambling,
1987). En estos casos se aprecia que el Mg** tampoco tiene accién
alguna sobre la actividad enzimatica, mientras que en las fosfatasas
inhibidas por EDTA, este i6n actua como un activador,

Las fosfatasas, tanto  Acidas como alcalinas, suelen
describirse como metaloenzimas que requieren la presencia de
cofactores metalicos. En cada caso particular, la accién de los
diferentes iones como activadores o inhibidores es diverso. Asi, el
papel de cofactor del Zn** para las fosfatasas alcalinas de E. coli
(Torriani, 1968) y Fseudomonas aeruginocsa (Day & Ingram, 1973) ha
sido establecido en virtud del analisis de absorcién atémica de los
enzimas purificados. El Ca*=, Co*=, Mn*® y ¥Ni** pueden restaurar la
actividad de la fosfatasa alcalina de Vibrio cholerae (Roy et al.,
1982). Co*#, Mnv=, Mg*'™® y Zn**® son activadores de la fosfatasa
alcalina de Vibrio parahaemolyticus y el Co*% de su forma acida
(Sakaguchi et al., 1972), El Co*# es también activador de la
fosfatasa alcalina de Bacillus licheniformis (Spencer et al., 1881).

g+ 'y Zn** activan la fosfatasa alcalina de Rhizobium
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leguminosarum (Glenn & Dilworth, 1980) y a las formas alcalinas de
Schizosaccharomyces pombe (Dhamija et al., 1987).

Asi mismo, el efecto inbibidor de diferentes iones se
encuentra ampliamente descrito en la bibliografia. Metales como el
cobalto, niquel, cobre y =zinc, en forma de cationes divalentes,
inhiben las fosfatasas de Citrobacter sp. (Hambling et al., 1987); el
litio y sodio inhiben la forma alcalina de R. leguminosarum (Glenn &
Dilworth, 1980) y sodio, potasic y magnesio actian como inhibidores
de la fosfatasa alcalina de V. cholerae (Roy et al., 1982).

Plomo, mercurio, hierro, cadmio, berilio Yy otros iénes metalicos son
inhibidores de fosfatasas de muy diversas fuentes (Stadtman, 1961;
Schmidt, 1961),

En nuestro estudio, sélo el Mg** se mostré como activador, de
forma mas acentuada en la forma alcalina. Esta misma forma era la
mas afectada por el EDTA. La ausencia del magnesio durante los
procesos de purificacién conducia a una disminucién de los niveles
de actividad, si bien su aumento por encima de concentraciones de 10
m¥ no provocaba mayor actividad. Estos fenémenos eran comunes en
ambas actividades, aunque de forma méas marcada para la fosfatasa
alcalina.

El resto de los iones metalicos ensayados actuaron como
inhibidores en grados diversos. El1 fosfato y su analogo, el
arseniato, provocaron una inhibicién de un 50% para concentraciones
proximas a 16 mM.

El fluoruro es un potente inhibidor de las fosfatasas activas
a pH acido, presentando menor accién sobre las formas alcalinas
(Hollander, 1971). Asi, la fosfatasa acida de ¥N. coralloides D fue
inhibida totalmente por concentraciones de 5 mM de FNa, mientras la
forma alcalina era inhibida en un 42%.

Ambas actividades enzimaticas fueron insensibles a la accioén
de la N-etilmaleimida, un agente metilante que actia sobre los
grupos -SH libres. Las fosfatasas, como enzimas inespecificos, no

suelen depender de estos grupos para su actividad enzimatica.
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Al igual que en su comportamiento frente a inhibidores, las
fosfatasas estudiadas presentaron en su actividad frente a diversos
sustratos las caracteristicas propias de las fosfomonoesterasas no
especificas. Los dos enzimas hidrolizan a tasas variadas diversos
fosfomonoésteres azucarados, adenin nucleétidos y varios esteres de
fosfato de sintesis. '

La fosfatasa &cida presenta una pequefia actividad sobre el
ATP, el pirofosfato y el tripolifosfato. La forma alcalina es méas
activa sobre los dos primeros sustratos pero no hidroliza al altimo
de ellos. En ningin caso se detecté actividad fosfodiesterasa sobre
el AHP‘S, ni polifosfatasa sobre las formas de polifosfatos -
ensayados.

‘Como indicamos en cada caso, por su comportamiento frente a
los diversos inhibidores e iones ensayados y por su especificidad de
sustrato, las fosfatasas de M. coralloides D responden a las

caracteristicas generales de las fosfomonoesterasas inespecificas.

Los estudios de cinética enzimatica han ido encaminados a
comprobar si ios resultados obtenidos eran acordes con el mecanismo
de reaccién propuesto para estos enzimas. Este mecanismo es del tipo
Uni-Bi ordenado, el cual predice que el primer producto de reaccién
seria el alcohol y actuaria como un inhibidor lineal no competitivo
y que el fosfato seria el segundo producto, actuando como un
inhibidor lineal competitivo.

La primera predicciéon es confirmada por el estudio con los
sustratos glucosa-6-fosfato y f-glicerolfosfato, donde el producto
alcohol  correspondiente, glucosa y glicerol, actuaron como
inhibidores lineales no competitivos. La segunda predicciéon es
confirmada por el estudio con p-nitrofenilfosfato, donde el fosfato
se comporté como un inhibidor lineal competitivo. Por tanto, en su
conjunto, los resultados se ajustan al mecanismo predicho de forma

general para estos enzimas.
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Loz valores obtenidos en los estudios cinéticos son,
obviamente, aplicables soio en las condiciones utilizadas en cada
caso. Esta limitacién en los estudios cinéticos es comin a todos los
casps citados en la bibliografia, donde se hace referencia explicita
de que los valores obtenidos s0lo son validos en las condiciones
utilizadas en el trabajo.

En general, es el p-nitrofenilfosfato el sustrato més
utilizado en los estudios de cinética y el fosfato el inhibidor méas
empleado. Considerando las limitaciones indicadas se dan a
continuacién los valores de Km (para el p-nitrofenilfosfato) y de
Ki <(para el fosfato y arseniato) encontrados en diferentes
fosfatasas de origen microbiano.

No se pretenden realizar comparaciones, dado que las
condiciones de pH, molaridad, tampén, temperatura y grado de
purificacién de los enzimas es diferente para cada caso citado. Tanm
solo, sirvan los valores mostrados como ilustracién de la diversidad
de valores encontrados en la bibliografia consultada. En cada
ejemplo, se presenta soélamente el valor del pH al que fueron

realizados los estudios de cinética enziméatica.
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FPseudomonas sp.
Candida utilis
Candida utilis
Geotrichium sp.
Aspergillus ficuum
Aspergillus satoi

pE

5,2
45
45
4.6
2,5
3,0

Aspergillus nidulans 6,1

Aspergillus niger

5. cerevisiae

M. coralloides D

Neurospora crassa

Escherichia coli

P, aeruginosa

Vibrio cholerae
Serratia marcescens

R. leguminosarum

Candida utilis

M. corallopides D

4,0
45

45

9,5
8,0

10,5

8,0
8,8
9,0

8,2

8,1

* Ki para el arseniato

1,7 nM
0,09mM

0,06mM
0,24mH
0,11mM

0,045mM

2,5 mM

5,0 mM

0,34 mM

6,2 mM
8,4 mM~
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DISCUSION

La actividad fosfotransferasa es una propiedad comin a las
fosfatasas, independientemente de su tipo y origen. La capacidad de
transferir el grupo fosfato a moléculas alternativas a la del agua
puede aumentar la hidrélisis de los sustratos. Los dos enzimas
difieren en su capacidad de transfosforilacién, siendo esta mayor
para la fosfatasa acida. Por tanto las diferencias observadas en las
velocidades méaximas durante los estudios de cinética pueden ser
debidas, en parte, a las diferentes capacidades de transfosforilacién
de estos enzimas. Como en el resto de las fosfatasas, la
discriminacién del agua como aceptor del fosfato frente alcoholes
presentes en menor concentracién, parece indicar la naturaleza poco

hidrofilica del centro activo de estos enzimas.

En relacion a la localizacion de las actividades fosfatasas,
ya indicabamos en la Introduccién que estos enzimas se situan en las
envueltas celulares, localizaclén relacionada con su actividad sobre
sustratos organicos fosforilados que no tienen facilitada su entrada
a la ceélula y que pueden proporcionar una fuente alternativa de
fésforo.. Dentro de las bacterias deslizantes, las fosfatasas se han
descrito localizadas en el periplasma y la membrana externa de
varias especies de Capnocytophaga (Poirier & Holt, 1983a), y en el
periplasma y la superficie externa de la membrana citoplasmatica de
¥. xanthus (Voelz & Ortigoza, 1968).

En nuestro caso, los estudios de localizacién citoquimica han
puesto de manifiesto que tanto la fosfatasa acida como la alcalina
de ¥. coralloides D se localizan, al menos, a nivel de la membrana

externa celular.

Las interacciones de las fosfatasas con los componentes de la
membrana externa, su paso por el periplasma y la forma de secrecion
de estos enzimas son cuestiones abiertas para fuluros estudios.

Los mecanismos de control para la sintesis y secrecién de

estpns enzimas, junto con un estudio més amplic de su metabolisme
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fosforiliado son, también, temas abiertos a nuevas investigaciones. El
uso de técnicas de manipulacién genética, ampliamente desarrolladas
en mixobacterias, podria permitir un mayor Yy més profundo

conocimiento de estos temas.
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1. El nivei de fosfato inorganico en los medios de cultivo no afecia
a la produccion de Dproteinas extracelulares por Kyxococcus
coralloides D. For el contrario, la concentracisn de fosfato modifica
ia cantidad de pigmentos carotenoides y no carotencides presentes

en las celulas de esta mixobacteria.

2. El contenido celular en polifosfatos se ve incrementado en
condiciones desfavorables para el crecimiento de Nyxococcus
coralloides D. Estas inciusiones han sido visualizadas por
microscopia elecironica en forma de granulos densos, localizados en

el nucleoplasma celular,

3. La deteccion de actividad hexoquinasa a partir de extractos
libres de células, bha revelado 1la existencia de una actividad
hexoquinasa~-ATP-dependiente y otra actividad hexoquinasa-

polifosfato-dependiente.

4. Los niveles de carga energética adenilada permanecen constantes,
COD muy escasas variaciones, durante las diferentes etapas de los

ciclos de vida de Myxococcus coralloides D.

5. Los ensayos in situ de ias actividades fosfatasas en células
permeabjlizadas bhan permitido detectar dos actividades ligadas a
celulas. Ambas actividades han sido localizadas, por citoquimica, a

nivel de la membrana externa.

6. Las actividades fosfatasas celulares durante los ciclos de vida
de  Myxococcus coralloides D, exhiben diferentes perfiles de
actividaag durante el crecimiento vegetativo y en el proceso de
fructificacién. También sce aprecian diferencias en los niveles de

actividad de los dos tipos de mixésporas.

o
O
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7. La produccion en medio liquido de las fosfatasas celulares y de
.as actividades exiracelulares es independiente de la concentracién
de fosfato inorganico, siendo estas actividades de tipo

constitutivo.

8. La purificacion de las fosfatasas ligadas a células mediante
cromatografia por Sephacryl S-200 y cromatografia de intercambio

i6énico, ha permitido separar estas dos actividades celulares.

9. la fosfatasa alcalina presenta un pH éptimo de 8,1, habiéndose
estimado su peso molecular en 31.000 daltons, mientras que la
fosfatasa acida presenta un pH o6ptimo de 45 y un peso molecular
superior. La fosfatasa acida muestra una mayor estabilidad, frente al

pH y la temperatura, que la fosfatasa alcalina.

10. las dos fosfatasas purificadas presentan actividad

fosfomonoesterasa y fosfotransferasa.

11. El fluoruro actua como un potente inhibidor de la fosfatasa
acida, mientras que el EDTA es un inhibidor de la fosfatasa alcalina.
Ambas actividades no se ven afectadas por la accién de agentes
alquilantes ni por acidos o-hidroxicarboxilicos. El ién ¥g*+# actua

como un activador de la fosfatasa alcalina.

12. Cuando se emplea como sustrato el p-nitrofenilfosfato 1la
fosfatasa acida presenta una Km de 1,56 x 10-*M y la fosfatasa
alcalina de 5 x 1072M. Los valores de Ki encontrados en presencia
de fosfato son de 6,2 x 107X en el caso de la fosfatasa acida y de
8 x 10"*M para la alcalina. En los estudios de inhibicién con
arseniato se encontraron valores de Ki de 8,4 x 102X para la

tosfatasa acida y de 16,2 x 107®M para la alcalina.
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Los valores de Km de la fosfatasa acida cuando se emplea glucosa-
6-fosfato fueron de 2,22 x 107%K y de 2,85 x 107*¥ para la
fosfatasa alcalina. Los valores de Ki encontrados con la glucosa
fueron de 1,35 ¥ y 1,075 M, respectivamente.

Cuando se utiliza f-glicerolfosfato los valores de Km fueron de 5 x

valores de Ki con glicerol fueron de 1,5 M y 3,9 ¥, respectivamente.
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