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INTRODUCCION

Las mixobacterias

Las mixobacterias, descubiertas por Thaxter en 1892,
constituyen hoy dia uno de los grupos bacterianos que centran la
atencion de los investigadores dedicados al estudio de la Biologia
del Desarrollo. Su complejo ciclo de vida, uno de los méas llamativos
entre los microorganismos, hizo que en un principio fueran incluidas

entre los hongos.

Hasta mediados de los afios sesenta, la mayoria de los
irabajos publicados sobre estas bacterias eran de tipo descriptivo,
Jjunto con diversos intentos para conseguir crecimiento disperso en
zedio liquido, uno de los handicaps mas importantes a la hora de
abordar el estudio de cualquier raza mixobacteriana. Pero durante los
21timos quince afios el tipo de investigacién ba ido evolucionando
-mediante la aplicacién de técnicas en genética bacteriana y
biologia molecular cada vez mas sofisticadas- hacia un mejor
conocimiento de su ciclo de vida, lo que ha dado lugar a que
Xyxococcus xanthus, el principal representante de este grupo, se
baya convertido en la E. coli de la Biologia del Desarrollo, uno de

los objetivos mas importantes en la biologia actual.

Las mixobacterias son bacterias tipicas Gram negativas.
Las celulas vegetativas pueden ser bacilos largos y delgados con
extremos afilados o bacilos cortos y gruesos con extremos romos. En

posicion bipolar poseen fimbrias, probablemente implicadas en la
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INTRODUCCIOR

adhesion célula-célula en la comunidad mixobacteriana. Las celulas
estan rodeadas por una capa mucosa o0 glicocdlix que forma una
matriz comiun ©para la poblacién celular cuando crecen como
enjambres ("swarms") en superficies solidas. Esta capa mucosa fue
analizada por Sutherland y Thompson (1975) encontrando un
polisacarido neutro cuyos aziucares mayoritarios eran manosa, D-

glucosa y D-galactosa.

Como el resto de las bacterias Gram negativas, las
mixobacterias presentan una membrana externa al peptidoglicano,
rodeando la pared celular, consistente en fosfolipidos, proteinas y
lipopolisacaridos. Los azucares que constituyen estos Gltimos varian
de cepa a cepa, e incluyen ribosa, manosa, galactosa, ramnosa,
glucosa, glucosamina y galactosamina. Pero, notablemente, no se ha
encontrado heptosa, azicar comin a muchos lipopolisacaridos

bacterianos.

El peptidoglicano presenta otra caracteristica peculiar.
Debido a la flexibilidad gque presentan las mixobacterias al
deslizarse, en un principio se pensc que no poseian una pared
celular conteniendo peptidoglicano como ocurre en las bacterias méas
rigidas. Sin embargo pronto se descubrié la presencia de componentes
peptidoglicanos en M. xanthus, tales como &cido diaminopimélico
(ason y Powelson, 1958) y acido muramico (Adye y Powelson, 1961).
Posteriormente, White et al (1968) informaron del aislamiento y
composicion quimica del peptidoglicano tanto de células vegetativas
como de mixésporas de M. xanthus. Sin embargo, el tratamiento de las
paredes celulares con tripsina tuvo un resultado sorprendente. Al
contrario de lo que ocurria en E. coli, el tratamiento de las paredes
de Nyxococcus las fragmentaba en piezas mas pequefias que podian ser
sedimentadas por centrifugacion. Esto sugiere que el peptidoglicano

podria estar formando parches que se mantienen unidos por un
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INTRODUCCION

material sensible a la tripsina, y explicaria la mayor flexibilidad

de la pared mixobacteriana.

Otra de las caracteristicas mas llamativas de las
mixobacterias es su extraordinario comportamiento social que se
exterioriza en un movimiento conjunto y coordinado de deslizamiento

y un espectacular potencial morfogenético

Precisamente este deslizamiento caracteristico  hizo
relacionar en un principio a este grupo bacteriano con - las
cianobacterias (Jahn, 1924) y posteriormente con los actinomicetos,
por una composicién quimica similar (Reichenbach, 1981). Sin
embargo, ambas especulaciones resultaron falsas, a raiz del estudio
del acido ribonucleico 16S (Ludwig et al, 1983), basado en el método
taxonomico desarrollado por Stakebrant y Voese (1981). Asi, los
parientes mas cercanos de las mixobacterias serian las bacterias
purpireas del azufre y no sulfurosas, las enterobacterias y las
pseudomonas. Ademés, este mismo método parece desmentir la relacion
que se habia propuesto entre mixobacterias y bacterias del grupo
Cytophaga, que habian sido agrupadas en el orden Flexibacteriae, no
s6lo por presentar un movimiento deslizante similar, sino por
caracteristicas bioquimicas comunes como acidos grasos semejantes y
el hecho de temer exclusivamente megaquinonas en sus cadenas

respiratorias.

Los datos del ARN 16S apoyan la idea de que todas las
bacterias deslizantes que forman cuerpos fructificantes pueden ser
consideradas como un grupo a nivel de orden, Myxobacterales. De
acuerdo con esto esta el estrecho rango de G+C en la composicién de
bases del ADN mixobacteriano, entre 66 y 72 % (Mandel y Leadbetter,
1965; McCurdy y Wolf, 1967; Behreus et al, 1976).
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Dentro del orden se ha propuesto la existencia de dos
subgrupos baséndose en diferencias morfolégicas y bioquimicas
(Reichenbach, 1974a). Esta idea, apoyada también por estudios del
ARN 16S que muestran una profunda divisién entre Myxococcus,
Cystobacter y Stigmatella por un lado y Sorangium y Nannocystis por
otro (Ludwig et al, 1983), sugiere incluir los ultimos generos en
dos familias: Polyangiaceae y Nannocystaceae, mientras que los tres

primeros formarian una sola: Cystobacteraceae.

Mientras que el asunto parece estar claro a niveles
superiores, nO lo esta tanto a nivel de especie e incluso de género.
A estos niveles, la taxonomia se basa casi exclusivamente en
caracteristicas morfoléogicas. En algunos casos se ha usado la
pigmentacién como dnico factor que diferencia dos especies (p. ej. A.
xanthus y M. viresceps). Sin embargo, en general éste no es un
caracter muy fiable ya que depende fuertemente de las condiciones de
crecimiento (p. ej. iluminacién) y puede haber variaciones dentro de

las mismas razas.

La situaciéon filogenética de este orden ya nos puede
adelantar algo de lo que es su ecologia. En general, las
mixobacterias son organismos del suelo, aunque desde alli son
capaces de colonizar otros habitats, especialmente aquellos que son
ricos en comunidades microbianas como es el caso de la rizosfera de
plantas, deposiciones de animales herbivoros, madera muerta Yy
material organico en descomposicién. Algunas especies se han
especializado en nichos muy concretos. Asi Polyangium parasiticum
fue descrito incluso como un parasito del alga verde Cladophora

(Geitler, 1925). No se han descrito en habitats marinos.

En cuanto a la distribucién de estos microorganismos en
diferentes zonas climaticas, se han observado poblaciones muy ricas

de mixobacterias en climas calidos 4ridos y semiaridos. Esto es
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logico ya que la resistencia a la desecacién de las mixésporas
obviamente les da una fuerte ventaja selectiva en estas zonas (Singh
y Singh, 1971). También se han encontrado en climas templados y
tropicales, e incluso en climas frios, subarticos, articos y de alta
montafia, especialmente con Myxococcus y Corallococcus. Por otra
parte, aunque la mayoria de las mixobacterias son sensibles a la
concentracién de cloruro sodico, algunas de ellas pueden crecer

razonablemente bien en presencia de sales al 0.8%.

Dentro de todos estos habitats, las mixobacterias
presentan un papel ecolégico muy caracteristico e importante. Han
sido definidas como los basureros del reino microbiano. Avanzan
reptando sobre superficies solidas o en la interfase aire-agua de
forma totalmente coordinada, formando lo que se conocen CcoORO
enjambres. Cuando encuentran una fuente de alimento actian
conjuntamente como una "“manada de 1lobos bacterianos" (Dworkin, -
1973). De esta forma degradan y se alimentan de macromoléculas
insolubles presentes en el medio ambiente y pueden lisar a otros
microorganismos como eubacterias, actinomicetos, 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

polisacaridos, nucleasas y lipasas (Rosenberg y Varon, 1984).

Cuando por el contrario las condiciones ambientales son
adversas o0 existe un agotamiento de la fuente alimenticia, los
enjambres se organizan y son capaces de constituir formas de reposo

y resistencia hasta que las condiciones vuelven a ser favorables.

De este retrato podemos entresacar las tres
caracteristicas mas importantes del grupo, en relacién con su
notable comportamiento social: el movimiento coordinado, su

actuacion como depredadores del reino microbiano, y el ciclo de
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desarrollo y fructificacién. Cada uno de estos apartados ha merecido

estudios en profundidad.

En cuanto al primer punto, aunque las mixobacterias tienen
la capacidad de desplazarse como celulas individuales, su
comportamiento deslizante es tipicamente comunal. Tienden a
feslizarse en densos enjambres de células estrechamente asociadas.
Incluso cuando alguna célula se separa del grupo mas de unas cuantas
veces la longitud celular, su movimiento se detiepe y vuelve
activamente al enjambre, o bien espera a gue este la alcance. Parece
ser que hay una sustancia quimiotactica distribuida uniformemente
alrededor del enjambre que permite a las células moverse libremente
dentro de estos limites, pero que forma un gradiente en disminucion
que inhibe progresivamente el movimiento unicelular cuando estas se
alejan del grupo. El aislamiento de una feromona de Stigmatella
aurantiaca (Stephens et al, 1982) apoya la hipotesis de una

comunicacién quimica intercelular.

Este movimiento deslizante es lento comparado con la
velocidad de las bacterias flageladas (1 pm.min~' frente a los 60
ym.min~' de éstas) y necesita de una considerable flexibilidad
celular, atribuida a la elasticidad de la pared celular (Thaxter,

1892).

Un tipo notable y complejo de movimiento coordinado
caracteristico de varios géneros de mixobacterias ba sido descrito
como olas pulsantes y ritmicas (“ripples"). Aparecian espontaneamente
durante la fructificacién y la predacién por enjambres de
mixobacterias. El fenomeno ha sido parcialmente caracterizado por
Shimkets y Kaiser (1982b), que definieron las ondas como

acunulaciones con forma rigida de células orientadas moviéndose en
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una forma sincronica y pulsante. Estos do's fenomenos (fructificacion
y predacion) estdn caracterizados por el lanzamiento de componentes
de peptidoglicano desde las paredes celulares bien mediante Ila
autolisis en la fructificacién (Vireman y Dworkin, 1872) o mediante
la produccion de enzimas liticos de la pared en la predacion (Sudo y
Dworkin, 1972). Shimkets y Kaiser (1982b) han demostrado claramente
que el peptidoglicano exégeno o una combinacién de sus subunidades

induce ondulamiento en cualquier poblacién quiescente.

Para encontrar una teoria que explique el movimiento
deslizante, se han estudiado tanto condiciones fisicas y quimicas
como diferentes mutantes que le afecten. De esta forma se ha
observado (Burchard, 1974b) que se requieren proteinas de membrana
y del espacio periplasmico, ya que la motilidad se inhibia mediante
tratamiento con enzimas proteoliticos o con shock osmoético. Es mas,
los anticuerpos frente a las proteinas periplasmicas de Myxococcus
bloqueaban el deslizamiento de células intactas. lLa retirada de Ca="

mediante tratamiento con EGTA también inhibia el deslizamiento

(Heulmann y Kulmein, 1979).

Por otra parte, el estudio de diferentes mutantes del
deslizamiento ha evidenciado la existencia de dos sistemas de
movilidad, cada uno con maltiples loci genéticos (Hodkin y Kaiser,
1979a, 1979b). El1 llamado “"sistema de genes aventureros" (A)
controla el deslizamiento de la célula individual; el "sistema genico
social" (S) controla los movimientos de grupos de células o
enjambres. Mutantes A~ son capaces de deslizarse mediante el sistema
S si dos o tres células se encuentran en aposicién a ellos o cerca.
Los mutantes S- muestran predominatemente deslizamiento individual
de la célula; tales mutantes fructifican pobremente y DO forman
enjambres. La velocidad de deslizamiento de las células A*S*, A"S* ¥y

A*S- son similares (Kaiser y Crosby, 1983). Los mutantes A~S™ son
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inméviles al igual que los mutantes en otro locus de movilidad, mgl,

que se requiere para el funcionamiento de ambos sistemas génicos.

También parece ser que se requieren fimbrias que median
en las asociaciones célula-célula para el deslizamiento mediante el

sistema S.

En cuanto a los mecanismos de deslizamiento, han surgido
tres teorias principales qu se basan en el moco excretado por la

célula, la tensién superficial y en mecanismos contractiles.

El moco de Myxococcus virescens fue analizado por
Gnospelius (1978a), quien informo que consistia en un complejo
lipidico-polisacaridico-proteico. El componente polisacaridico del
moco de varias especies de Myxococcus ha sido caracterizado por
Sutherland y Thompson (1975). La teoria que intenta explicar el
movimiento desde este punto de vista afirma que el lanzamiento
dirigido del moco produce una fuerza propulsiva que impulsa a la
célula en sentido opuesto (Jahn, 1524; Kihlmein, 1953). Sin embargo,

no existe hasta el momento ninguna evidencia a este respecto.

El hecho innegable de que un requisito para el
deslizamiento es la asociacién de una célula con una superficie, hizo
pensar que el responsable del deslizamiento podria ser un gradiente
de surfactante producido por la célula. Es la teoria basada en la
tensién superficial (Keller et al, 1983). Sin embargoc aunque esta
teoria presenta coherencia, debe hacer frente al bhecho de que ha
cido observado deslizamiento en superficies de plastico y cristal
bajo una fina capa de agua, donde la tensién superficial no puede
tener efectos. La teoria de los surfactantes tampoco explica otros

movimientos menores de las mixobacterias.
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Queda, por ultimo, la teoria de una base contractil para
el deslizamiento. El origen de esta idea data de algunos afios atras
(Meyer-Pietschmann, 1951; Reichenbach, 1965b), y revivio hace poco
Burchard, 1981) con la descripcién de un organulo asociado a la
membrana en el citoplasma de ¥, xanthus, compuesto de filamentos de
4-5 nm de diametro dispuestos longitudinalmenie. Estas estructuras
fueron so6lo observadas en células deslizantes mientras que las

mixobacterias cultivadas en suspensién carecian de ellas.

Burchard et al. (1977a) propusieron que el manojo de
filamentos podria ser un organulo contractil del deslizamiento, ya
que presenta un parecido moriologico con el miusculo estriado. Si los
filamentos estuvieran de hecho anclados a la envuelta en o cerca de
los polos de una ceélula deslizante y si estuvieran unidos a todo lo
largo de la cara interna de la envuelta celular, podria realizarse u:n
movimiento contractil. Por otra parte, Hughes y Burchard propusieron
que el moco tendria las propiedades de un plastico que se comporia
cono un fluido viscoso no-adhesivo, desempefiando, pues, un papel
importante en el movimiento contractil. Ademéas, la expresioén de las
contracciones en la superficie celular podria estar facilitada por
una naturaleza inusual en forma de parches de la capa del
peptidoglicano (White et al, 1968) que conferiria una flexibilidad

adecuada para hacer esta capa compresible.

La segunda caracteristica importante de las mixobacterias
apuntada anteriormente 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 de cientos de
miles de células, y una morfogénesis celular, mediante la cual las

células vegetativas sufren una serie de cambios que conducen a la
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aparicion de celulas de reposo, denominadas mixosporas, que se
localizan en el interior de los cuerpos fructificantes. Debido a este
potencial morfogenético, las mixobacterias pueden presentar dos
ciclos de vida muy diferentes entre si: un ciclo de desarrollo o
fructificacién, que conduce a la aparicion de los cuerpos
fructificantes y las =mixéesporas, y un ciclo de vida vegetativo, en el

cual so6lo tienmen lugar divisiones binarias.

El procesc de fructificaciéon parece estar intimamente
relacionado con los Ifactores nutricionales del medio, disparandose
cuando se agotan © estan en cantidad limitante algunos de los
aminoacidos u otros componentes del medio de cultivo (Manoil y
Kaiser, 1980). Por el contrario, en medios ricos no ocurre
fructificacién, sino cue se sigue el ciclo de vida vegetativo. Este
ciclo puede tener lugar tanto en medio s6lido como en medio liquido,
si bien en este ultimo caso solo se produce en aquellas bacterias
capaces de crecer dispersas. El ciclo de desarrollo, por el

contrario, requiere una superficie sélida para llevarse a cabo.

Durante .2 fructificaciéon ocurren dos procesos que, si
bien normalmente se producen uno a continuaciéon de otro, también
pueden tener lugar por separado, lo que demuestira que, aunque
presenten algunos puntos de conexién, son bastante independientes

entre si. Se trata de la agregacion y la esporulacion.

La agregacién se inicia cuando se encuentra en
concentracién limitante algun factor nutritivo del medio de cultivo.
El factor limitante puede ser algun aminoacido (esencial o no) O
incluso la fuente de carbono y energia, o el fosfato inorganico.
Durante un tiempo se creyé que el disparador de la iniciacién de la
fructificacién era 1z acumulacion de guanosina tetra y pentafosfato,
ya que los niveles ce ambos compuestos aumentan cuando las celulas

se encuentran en es-ado de inanicion (Manoil y Kaiser, 1980). Estos
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compuestos se detectan en otras bacterias como mediadores de la
respuesta estricta, uno de los mecanismos reguladores mediante el
cual estos microorganismos responden a la carencia de nutrientes
(Cashel y Gallant, 1969). Sin embargo, recientemente (Zusman, 1984)
se ha comprobado que mutantes deficientes en la sintesis de estos
dos compuestos pueden fructificar, lo que hace que no esté claro el
mecanismo por el que se inicia la fructificacion y el papel que

juegan en dicho proceso los nucleétidos hiperfosforilados.

Para la agregacion, ademas de la inaniclen, S0n requeridos
dos factores: la presencia de una superficie soélida y una densidad
celular alta. El hecho de que no aparezcan cuerpos fructificantes en
medio liquido se debe a que las mixobacterias no pueden moverse en
dichos medios, lo que impide que se concentren en puntos concretos.
En cuanto a la densidad celular, la explicacién parece estar en la
necesidad de una distancia critica entre célula y célula. Cuando se
supera dicha distancia se dificulta la comunicacién intercelular y

no se produce agregacion.

Por otra parte se ha descrito una hemoaglutinina que
puede jugar un papel importante en el proceso de agregacion. Quiza
intervenga también en la esporulacion, ya que algunos mutantes
defectivos en este proceso no producen hemoaglutinina (La Rossa et
al, 1983). Esto podria representar un punto de unién entre agregacion

y esporulacién.

Una vez cumplidos estos requisitos, las células empiezan a
deslizarse hacia puntos concretos, normalmente formando oleadas. Y
en esos puntos de atraccién se originan unos agregados que van

creciendo de tamafio hasta constituir el cuerpo fructificante maduro.

La morfologia de los cuerpos fructificantes varia segun

los distintos géneros. Los mas simples son los de la familia
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Myxococcaceae, cuyo aspecto es el de monticulos esfericos o algo
alargados, a veces con un tallo corto, de consistencia blanda y
mucosa. En otros géneros, como Stigmatella, son mas complejos;
constan de un pedinculo del que salen varios esporangiolos,
recubierto todo por una pared dura. En el caso de Chondromyces el
pedunculo es ramificado y cada rama termina en un racimo de

esporangiolos.

Una vez agregadas, las células sufren una serie de
cambios morfolégicos, estructurales y bioquimicos que conducen a la
formacién de mixésporas. Las mixosporas se diferencian de las
endosporas clasicas en que éstas son formadas de novo, mientras que
en las mixobacterias la ceélula vegetativa completa se transforma en
mixéspora. Ademas, aungue son algo mas resistentes que las celulas
vegetativas a las condiciones ambientales adversas, lo son mucho
menos que las endosporas. Estas dos razones han hecho pensar que

las mixosporas son formas de reposo, mas que de resistencia.

Durante la esporulacién, las celulas vegetativas se van
recubriendo de una cubierta gruesa, constituida por tres capas, a la
vez que van cambiando de forma. En Cystobacterinae dicho cambio es
muy acusado, apareciendo mixésporas esféricas; por el contrario en
Svranginae las mixésporas mantienen practicamente la forma bacilar

de las células vegetativas.

El proceso de esporulacién puede tener lugar sin que se
haya producido agregaciéon anteriormente. Asi, Dworkin y Gibson
(1964) observaron que la adicién de glicerol 0.5 M a cultivos de X.
xanthus en fase exponencial inducia la formacién de mixésporas.
Idéntico efecto ejercen otras sustancias organicas (Bacon y
Rosenberg, 1967). Estas mixésporas artificialmente inducidas
presentan algunas diferencias con respecto a las producidas en los

procesos naturales de agregacion. Asi, mientras que estas oltimas
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tienen una tasa respiratoria nula, las inducidas muestran un cierto
consumo de oxigeno, aunque inferior al de las celulas vegetativas.
Ademés, las mixésporas que se encuentran en los cuerpos
fructificantes poseen, como ya se ha mencionado, una gruesa cubierta
de tres capas, constituida mayoritariamente por las proteinas U y S,
mientras que en las obtenidas por adicién de glicerol, esta ultima
proteina esta ausente, y, por lo tanto, la envoltura es mucho mas

delgada.

Por su mayor refringencia al microscopio de contraste de
fases, y por su mayor resistencia a la desecacién, calor y
sonicacion, ambos tipos de mixésporas son claramente diferentes de

las células vegetativas.

Un hecho muy significativo que tiene lugar durante el
proceso de esporulacién es la autolisis del 80% aproximadamente de
las ceélulas que se han agregado, de forma que sélo el 20% llegan a
formar mixosporas (Wireman y Dworkin, 1971, 1977). Una teoria
sostiene que la muerte de la mayor parte de la poblacion haria que
las células supervivientes dispusieran de suficientes nutrientes para
esporular, ya que se encuentran en estado de inanicion (¥ireman y
Dworkin, 1977). Otra teoria indica que algunos de los productos
liberados en la lisis podrian actuar como seflales quimicas que
inducirian la esporulaciéon (Shimkets y Kaiser, 1982). Ambas teorias
presentan el fenémeno de la autolisis con un significado de
cooperacion celular. Sin embargo, también hay que tener en cuenta
que estas ceélulas, gque estan sufriendo morfogénesis, son bastante
sensibles al choque osmético y, por tanto, estan expuestas a la
lisis; se trataria de una autolisis no cooperativa (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 la manipulacién experimental. Esta fragilidad

puede llevar a una sobreestimacién de la tasa de lisis durante el
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desarrollo. Por tanto, aunque se tiende a considerar la autolisis
como un fenémeno de cooperacion entre las células de la poblacion,

esta autolisis seria no activa.

Por otra parte, la autolisis en mixobacterias no solo se
produce durante el ciclo de desarrollo, sino también, con bastante
frecuencia, durante el ciclo vegetativo, en cultivos creciendo de
manera dispersa en medio liquido. En estos casos, los cultivos
presentan una corta fase estacionaria, despues de la cual entran en
una fase de declive mas o menovs rapida, que termina cuando todas
las células se han lisado. En M. coralloides D, la mixobacteria en la
que este proceso estd mas estudiado, se ha encontrado que los
factores nutricionales del medio, especialmente el fosfato
inorganico, ejercen un papel importante en el control de la
autolisis. Asi, un aumento en la concentracién de la fuente de
carbono y nitrégeno acelera la autolisis, mientras que el fosfato
ejerce un efecto contrario, llegando a prevenir el procesoc a una

concentracion de 40 mM (Fernandez et al, 1983).

La germinacion de las mixésporas, provinientes de los
cuerpos fructificantes o inducidas artificialmente, ocurre cuando son
colocadas en un medio rico, por lo Qque se cree que algunos
nutrientes del medio deben actuar como seflal que desencadene el

proceso.

Parece ser que para la germinacion se requiere una
densidad celular alta, en relacién inversa con la riqueza del medio
(Dworkin, 1973). De cualquier forma, la germinacién es un proceso a
nivel de comunidad, no de células aisladas. La poblacion celular
resultante de la germinacion de un cuerpo fructificante se mantiene
unida y se comporta como un nuevo enjambre. En éstos, las celulas
siguen el ciclo de vida vegetativo hasta que se agotan los

nuirientes. En este momento se originaran varios puntos de atraccion
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dentro del enjambre, a los que migraran las células, se agregaran, se

diferenciaran y apareceran varios cuerpos fructificantes nuevos.

Durante mucho tiempo se bha especulado sobre el
significado biologico de este peculiar ciclo de vida. La hipotesis
més aceptada actualmente es que la funcién de dicho proceso seria la
de originar una nueva poblacién vegetativa a partir de una comunidad
y no de una célula aislada. En este sentido, los cuerpos
fructificantes serian colonias en reposo. Cabe preguntarse por que
se requiere o es necesario que el ciclo se inicie con una comunidad.
La explicaciéen puede hallarse en el modo de vida de estos
microorganismes en la naturaleza. Las mixobacterias viven en
ambientes de macromoléculas en degradacién, muchas de ellas
provinientes de bacterias y levaduras. Para que una mixobacteria
aislada pueda captar nutrientes tendréa que producir enzimas de
varios tipos y excretarlos al exterior. Alli difundirén y, a una
distancia determinada de la bacteria productora, encontraran un
sustrato adecuado que sera digerido. Los nutrientes liberados
difundirédn desde el punto en el que se han producido de manera
radial, por lo que no todos llegaran a la mixobacteria en cuestién,
sino so6lo una pequefia parte, que seria insuficiente para mantener el
crecimiento de la misma. Por el contrario, si en puntos cercanos
existen otras mixobacterias, o sea, si se parte de una comunidad, la
produccién de enzimas serd mucho mas elevada, con lo que la
degradacién de moléculas seréd mas rapida y el aprovechamiento mas
efectivo, ya que cada mixobacteria tendra4 acceso a los nutrientes
obtenidos por toda la comunidad, lo que haria que las pérdidas por

difusién fueran minimas.

La tercera caracteristica con que definimos previamente a

las mixobacterias  presenta a estos microorganismos como
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depredadores del reino microbiano. Este hecho era conocido desde
antafio pero soélo recientemente los factores responsables del

comportamiento litico han sido aislados y estudiados

En el suelo, su habitat natural mayoritario, las
mixobacterias van a encontrar materia orgénica insoluble como son
proteinas  desnaturalizadas, fragmentos de celulas y otros
microorganismos vivos o muertos. El grupo de organismos susceptible
a la lisis es amplio e incluye, como se ha mencionado anteriormente,
muchas eubacterias, actinomicetos, cianobacterias, levaduras y otros
hongos. Incluso se ha informado de la lisis de nematodos por
algunas especies de Sorangium (Katznelson et al, 1964). Para
asimilar estos sustratos insolubles las mixobacterias deben producir
materiales extracelulares y difusibles que solubilicen dichos
sustratos. Aunque las células individuales no producen suficientes
_enzimas extracelulares para solubilizar los sustratos, el producto
acumulado de muchas células cercanas podria alcanzar una
concentracion suficientemente alta como para solubilizar y/o
hidrolizar el sustrato y asi proveer de nutrientes a toda la
comunidad. Ademéas, el material que difunde al azar en cualquier
direcciéon es mucho mejor aprovechado por todo un enjambre gue si se

tratara de una sola célula.

En la mayoria de los casos, estos productos extracelulares
son suficientes para realizar la lisis del microorganismo. Este es
el caso de las bacterias Gram positivas que son mucho mas sensibles
a los enzimas bacteroliticos. En el caso de las Gram negativas es
necesario muchas veces el contacto directo entre la mixobacteria y
su presa. Generalmente se asume que la membrana externa, con
lipoproteinas y lipopolisacaridos, protege al peptidoglicano. El dafio
en la capa externa mediante tratamiento con disolventes organicos,
EDTA, detergentes, calor o congelacién y descongelacion, sensibiliza

a las eubacterias Gram negativas a los enzimas bacterioliticos. De
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hecho, esto ha sido demostrado en el laboratorio (Hask& et al, 1972)
y curiosamente, las mixobacterias generan mecanismos auxiliares
naturales para sus mecanismos hidroliticos. Haskd et al (1972)
encontraron que Acidos grasos ramificados y no ramificados aislados
de M. xanthus y afiadidos a las eubacterias normalmente resistentes a
la lisis, las sensibilizaban a los enzimas mixobacterianos. Los
autores sugirieron que los &cidos grasos podrian cambiar las
propiedades de permeabilidad de la pared celular. La localizacioén de
los acidos grasos en la superficie de la mixobacteria podria ayudar
a explicar la necesidad del contacto directo con la presa para una

lisis efectiva.

El complejo lipidico-polisacaridico-proteico aislado por
Gnospelius (1978a) del moco de M. virescens se une a las proteinas
y afecta a sus propiedades. Este autor sugiere que dicho complejo
desnaturaliza las proteinas nativas haciéndolas mas asequibles a la
proteclisis. Ademas, el complejo mostraba actividad proteolitica que

podria aumentar la capacidad desnaturalizante del complejo in situ.

Este tipo de nutricién se realiza gracias a la produccién
de un amplio rango de antibiéticos, bacteriocinas, enzimas liticos de

la pared celular, lipasas, nucleasas, polisacaridasas y proteasas.

Respecto a la produccién de antibiéticos, el primero que
se caracterizo fue la mixina, producida por Sorangium (Peterson, et
al, 1966). Con posterioridad se han encontrado sustancias
antibioticas en una gran variedad de mixobacterias, tales como X.
xanthus (Rosenberg et al, 1973), M. virescens (Gerth et al, 1982), N.
coralloides (Arias et al, 1979), y M. fulvus (Gerth et al, 1980, 1982;
Irschik et al, 1983), entre otras. En general son sustancias de bajo
peso molecular, estructura quimica compleja, mecanismo de accion

variado y un amplio espectro antimicrobiano.
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En contraste con el abundante numero de antibioticos
descrito, pocas bacteriocinas han sido encontradas en mixobacterias.
La primera actividad de este tipo fue detectada en KXN. xanthus
(McCurdy y MacRae, 1974). Mas recientemente otras bacteriocinas han
cido caracterizadas en M. virescens (Brown et al, 1976), K. fulvus

(Hirsch, 1977) y M. coralloides D (Mufioz et al, 1984).

Los enzimas liticos de la pared celular producidos por
mixcbacterias pueden dividirse en cuatro grupos: (1) muramidasas,
que rompen el enlace 1,4 entre el acido muramico y la glucosamina
(Harcke et al, 1972); (2) glucosaminidasas, gue cortan el enlace 1,4
entre la glucosamina y el acido muramico (Haska, 1974); O
amidasas, que cortan el enlace entre el acido muramico y la alanina
de la cadena peptidica (Sudo y Dworkin, 1972), y (4) peptidasas, que
hidrolizan enlaces de la cadena peptidica (Hask&, 1974). De estos
cuatro grupos, los tres primeros son altamente especificos de la
parec¢ celular, mientras que las peptidasas pueden actuar también

sobre otros polipeptidos diferentes de los que forman la pared.

Los enzimas proteoliticos juegan un papel muy importante
en la nutricién, ya que la mayoria de mizxobacterias utilizan las
proteinas como fuente de carbono y energia. Varios -  enzimas
proteoliticos extracelulares han sido purificados y estudiados en
detalle en N. virescens (Gnospelius, 1978a), M. xanthus, (Rodriguez y
Montoya, 1980) y M. coralloides (Harcke et al, 1971). Destaca el
hecho de que la actividad bacteriolitica y proteolitica es afectada

por la composicién del medio de crecimiento.

Se han descrito también enzimas con actividad lipésica,
tanto extracelular como unidos a estructuras celulares (Serhan, 1974;

Rodriguez et al, 1979).
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Por ultimo, como parte del equipo enzimatico que poseen

las mixobacterias, deben incluirse distintos tipos de nucleasas.

Este tipo de enzimas han sido estudiados en este grupo
desde dos puntos de vista diferentes. Por una parte, tienen interes
como enzimas capaces de degradar macromoléculas (en este caso ADN)
dentro de un equipo litico que les permite aprovechar al maximo la
materia organica. Por otra, su papel en procesos geneticos,
especialmente en procesos de restriccién, esta adquiriendo gran

relevancia en los ultimos afios.

La capacidad de las mixobacterias para degradar ADN fué
descrita por Fink en 1950. Posteriormente, Noren (1955) detectd
actividad DNasa y RNasa en varias mixobacterias e incluso observé
algin crecimiento de estos organismos en medios suplementados con
ADN o ARN como unica fuente de carbono y nitrogeno. No obstante,
Loebeck y Klein (1956) afirmaron que estos microorganismos no
utilizan fracciones de &cido nucléico para su crecimiento. Realmente,
debido a la peculiar localizaciéon de las DNasas en mixobacterias
-principalmente en el espacio periplasmico- es dificil atribuirles
algon papel en condiciones naturales en la digestion y
aprovechaniento de nutrientes de otros microorganismos (levaduras y
bacterias) del suelo. Sin embargo, esta localizacién le puede ser
gtil a la bacteria productora para defenderse de la entrada de ADN
extrafio. Asi, por ejemplo, Morris y Parish (1976) encontraron que la
raza V2 de M. virescens producia dos enzimas de restriccién, Mvi VzI
y Nvi V2II. La primera cortaba el ADN del fago » en un unico sitio,
mientras que el ADN del fago Mx-1, especifico de mixobacterias, era
hidrolizado en diez puntos. La segunda, por el contrario, generaba un
gran nomero de fragmentos sobre el ADN de este 0ltimo fago, con un
patron de corte similar al de FEco RII sobre dicho ADN.
Posteriormente, Mayer y Reichenbach (1978) aislaron enzimas de

restriccion del espacio periplasmico de varias mixobacterias (varias

37



INTRODUCCION

razas de M. fulvus, KN. virescens, X. xanthus, M. stipitatus,
Archangium serpens y FPodangium erectum.: sin embargo, los estudios
realizados por estos autores estaban principalmente dirigidos a la

deteccion de nuevas endonucleasas de res<riccién.

Sin embargo, las mixobactierias no son depredadores
obligados. Ya que crecen bién sobre prote:nas, péptidos o mezclas de
aminoacidos como unica fuente de carzono y energia, no les es
econémico sintetizar enzimas bacteriolizicos de forma constitutiva.
¥o ha bnabido, no obstante, un intenio sistematico de estudiar la
regulacion de la sintesis de estos enzimas. En un estudio realizado
por Haskd y Stahl (1871) se enconiro cue la aparicion de enzimas
hidroliticos precedia a la de los enzimas proteoliticos, como se
esperaria si los primeros se requirieran para hacer el citoplasma de
la presa accesible a los ultimos. Es tentador asumir que los enzimas
proteoliticos son inducidos o activados Zespués de la liberacién del

sustrato potencial por los enzimas bacieriocliticos.

De todas estas caracteristicas expuestas se deduce el

enorme atractivo de las mixobacterias en muy diversos campos. Ya se

[

na hablado anteriormente del papel de MNyxococcus xanthus en la
Biologia del Desarrollo. Existe wro campo en el que las
mixobacterias son un modelo idénec: el estudio del comportamiento
social. Debido a las inmensas dificulzades en realizar estudios
experimentales sobre evolucién, la mayor parte de la teoria evolutiira
en macroorganismos esta basada en estudios comparativos. Por otra
parte, la evolucién bacteriana se sigue experimentalmente de forma
relativamente facil debido de una parte a su corto ciclo de vida y
grandes densidades de poblacién gque incrementan la oportunidad de

encontrar mutaciones apropiadas, y de otra a la posibilidad de

jo)
On
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controlar su entorno. El uso de modelos microbianos ha demostrado
ser muy 0til en muchos campos genéticos y fisiologicos y de la

misma forma puede contribuir al conocimiento social.

Desde este punto de vista, la seleccién de grupo es
especialmente atractiva para interpretar la evoluciéon de las
adaptaciones sociales en mixobacterias. Este tipo de seleccion da
una respuesta facil a por qué las mixobacterias, de forma individual,
segregan enzimas cuyos productos son usados por otras bacterias y
participan en una esporulaciéon en masa en la que lo mas probable es
perecer. Las poblaciones de mixobacterias que poseen estas
adaplaciones compiten con ventaja frente a aquellas que no las

poseen.

En el primer caso -comportamiento social durante el
crecimiento- las mixobacterias producen enzimas proteoliticos en
cantidades suficientemente amplias como para que la poblacion en su
conjunto pueda beneficiarse de la degradacién del sustrato. Aunque
este fenomeno puede ser explicado como seleccién individual o de
grupo, el hecho de que mutantes con capacidad proteasica disminuida
sean menos competitivos que los salvajes, hace pensar en la primera
teoria. Parece ser que la ventaja directa que la célula individual
obtiene de la superproduccion de proteasas extracelulares es la
atraccion de sus compafieros; es decir, se asegura la presencia de
colaboradores que de otra forma la dejarian fuera de la masa de

células.

En cuanto al segundo comportamiento social -durante el
desarrollo- siguiendo la teoria de la seleccién de grupo, es féacil
sugerir una hipétesis para explicar la esporulacién durante la lisis.
Es mejor para el grupo como un todo el que se lisen algunas células
y alimentar al resto durante condiciones de falta de nutrientes, que

mantener a toda la poblaciéon en condiciones extremas. Por supuesto,
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una explicaciéon puede ser que el proceso litico es simplemente una
consecuencia légica del intento de esporular. Las celulas que no lo
consiguen mueren y sSu lisis es una consecuencia de reacciones
bioquimicas especificas de mixobacterias. Sin embargo el proceso
litico de forma especifica puede ser también explicado como una
adaptaciéon individual que sirve para atraer otras células hacia la

bacteria esporulante.

Todas estas caracterisiicas hacen que las mixobacterias
sean unicas entre los procariotas al poseer un rango tan amplio de
adaptaciones sociales y es dificil encontrar un candidato mejor
entre las bacterias para el estudio de la evolucion de las
adaptaciones sociales, la biologia del desarrollo e incluso el origen

de los organismos multicelulares.
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Las desoxirribonucleasas

Enzimas capaces de degradar acidos nucleicos son muy
avundantes en la naturaleza y se conocen desde principios de siglo.

En una visiéon retrospectiva, Laskowski (18985) ha dividido Ila

historia de las nucleasas en seis periodos:

1.- Periodo de descubrimiento, que comenzo con Araki
(1903) y que actualmente esta practicamente cerrado; no obstante aun
nay excepciones en sustratos mas complicados como cromatina y
cromosomas, 0 el caso de las nucleasas de restriccion, cuya busqueda

continua.

2.~ Periodo de cristalizacion, que pretendia la obtencion
de mayor pureza. Se buscaba la cristalizacién de los enzimas como
sintoma de su total purificacién. Asi, en 1940 Kunitz cristaliza la
R¥asa pancreatica que fue durante un tiempo empleada para distinguir
entre ADN y ARN.

3.~ Periodo de clasificacién, iniciado por Kunitz, que
realizé ademds una divisién previa atendiendo al sustrato del
enzima, dando lugar a la separacion en DNasas y RNasas. Pero el
descubrimiento de enzimas que podian actuar tanto sobre ADN como
sobre ARN, exigiendo una clasificacion més compleja, hizo que

Laskowski (1959) propusiera cuatro criterios para clasificar las
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nucleasas: sustratos susceptibles. (ADN, ARN), tipo de ataque
(exonucleasa, endonucleasa), productos de degradacion (terminados en
3' o en 5" y unién preferencial (PuiPy, PyiPu). Numerosos intentos
de clasificacién posteriormente publicados nunca han llegado a ser

significativos ni universalimente aceptados.

4.- Periodo de estudios estructurales y comprension del
mecanismo de accién enzimatica, que comenzo con la secuenciacion de
la RNasa pancreatica debido a su bajo peso molecular, siendo ademas
esta la primera enzima y la segunda proteina (tras la hemoglobina)

en ser secuenciada.

5.- Periodo de especificidad, para determinar la posicion
del grupo monofosforil, expresado en términos de formadores de
fosfato 3' o formadores de fosfato 5'. Con el tiempo y el
descubrimiento de los enzimas de restriccion, el concepto de

especificidad cobro una dimension nueva.

6.~ Periodo del encuadramiento de cada nucleasa en una
funcien fisiolégica general. Al principio, al ser detectadas en el
pancreas se asociaron a upa funcion digestiva. Posteriormente, al ser
encontradas en otros tejidos, se pensé en una funcion metabolica.
Hoy dia se sabe que es mas dificil encontrar una funcion biclogica
en la que las nucleasas no participen que una en que lo hagan, como

se puede observar por todo lo expuesto a continuacion.

En efecto, las nucleasas estan asociadas a una amplia
variedad de procesos fundamentalmente de tipo genético. Ejercen un
importante papel en la recombinacion genética. Funcionan como
topoisomerasas de ADNF e intervienen en procesos de reparacion ¥y
replicacién de este acido nucleico. Finalmente su accion COmO
endonucleasas de restriccién les permite desempefiar un papel clave

en la ingenieria genética.
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La recombinacion genética suele dividirse en recombinacion
general que tiene lugar entre moléculas de ADN homélogo con una
probabilidad de recombinacién comparable en todas las regiones de
los ADFs (genes recA y recBC de E. colD y la recombinacion
especifica de sitio que tiene lugar entre moleculas de ADN que
guardan poca homclogia entre si o aparentemente ninguna.Se subdivide
en conservativa, cuando los cromosomas recombinantes no sufren
replicacién durante la recombinacién (p. ej. integraciom y escision
de A») y replicativa, que si conlleva replicacién (p. ej. transposones,

fago p).

Entre los enzimas que intervienen en la recombinacion
general pueden citarse endonucleasas como la endonucleasa I del fago
T7 (producto del gen 3), implicada en destruccion de ADN extrafio,
maduracion del ADN y recombinacién genética (Kerr y Sadowski, 1975).
También participan exonucleasas independientes de ATP, como la
exonucleasa X (Little, 1975) y la exonucleasa VII (Gillen et al,
1981) que actuan liberando mononuclectidos del ADN diplex en sentido
5' y de forma procesiva o la exonucleasa T7 (producto del gen 6 del
fago T7) que también libera mononucleétidos a partir del extremo 5'
en cadena doble pero que actua distributivamente (Kerr y Sadowski,
1972). Este ultimo enzima tiene también actividad RNasa y ha sido
implicado en la eliminacion de los cebadores (“"primers") de RNA
durante la replicacién del ADN; es esencial para el desarrollo del T7
y para la destruccién del ADN del hospedador al proveer de
nucleétidos al virasico. Por ultimo se encuentran también nucleasas
dependientes de ATP como la nucleasa RecBC de E. coli (o exonucleasa
V), que actua tanto sobre ADN de cadena doble como simple y que
también presenta actividad endonucleasa de cadena simple
independiente de ATP (Goldmark y Linn, 1972). Es el prototipo de las

nucleasas de este grupo, tanto en E. coli como en otras bacterias.
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Dentiro de la recombinacion especifica de sitio destaca el
proceso de integracién del fago X en el que interviene el sistema
int del fago, constituido por dos proteinas, la formacion del bucle G
del fago u por el producto del gen in, la variacion de fase en
Salmopella por la proteina Hin, o la union de los genes V y J

durante la inmunodiferenciacion.

Otro grupo de nucleasas son las topoisomerasas de ADN. En
los ultimos aBos se ha producido una nueva ola de descubrimientos
en este campo. Se trata de unos enzimas enormemente atractivos y
complejos que catalizan una reaccion complicada en la gue NUMET0Sas
consideraciones topolégicas y mecanisticas deben tenerse en cuenta.
En principio, su accion implica la ruptura transitoria de enlaces
fosfodiester del ADN y la reformacion de estos mismos enlaces.
Existe una diferencia basica entre los dos tipos de topoisomerasas
conocidas: mientras que las del tipc I rompen y reunen una hebra de
ADN cada vez, las del tipo II rompen Yy Treunen dos bebras
concertadamente. Las diferentes subclases de enzimas varian en su

dependencia del sentido del superenrollamiento de ADN.

La relajacién del ADN superenrollado ha sido observada
para todas las topoisomerasas de ADN. Sin embargo, la reaccion
opuesta, el superenrollamiento, solo se sabe que sea catalizado por
una girasa bacteriana. Este enzima de tipo II cataliza un
superenrollamiento negativo del ADN acoplado a la hidrélisis de ATP.

En ausencia de ATP puede relajar el ADN superenrollado.

La unién de anillos de ADN de cadena simple y
complementarios esta catalizada por enzimas de tipo I, mientras que
la rotura de un ADN doplex enlazado y la concatenacion-decatenacion

de anillos doplex de ADN ba sido observada para todas las
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topoisomerasas de tipo II y de hecho se utiliza como ensayo para

detectar la actividad tipo II.

Hasta ahora la informacién acerca de las topoisomerasas
esta siendo enfocada hacia los procariotas. Los genes nald o cou que
eran los determinantes de la resistencia al acido nalidixico y la
coumermicina, han sido identificados como los genes responsables de
las subunidades A y B, respectivamente, de la girasa de ADN y
revautizados como gyrd y gyrB. Los inhibidores y las mutaciones han
demostrado la importancia de la girasa como un enzima esencial
para la viabilidad de la bacteria ya que afecta a procesos celulares

de importancia como replicacion y transcripcion (Gellert, 1981).

Sin embargo no ocurre asi, Ppor ejemplo, con la
topoisomerasa 1 de ADN de FE. coli en donde se ha visto que la
existencia de mutantes con el gen topA (que codifica para este
enzima) delecionado, indica que la topoizomerasa I es dispensable.
Parece ser que las funciones son realizadas Ppor otro enzima,
probablemente girasa o la cercana topoisomerasa II. Algunos grupos
que perdieron la topoisomerasa I ban mostrado mutaciones
compensatorias en otros genes e incluso una nueva topoisomerasa de

tipo I (llamada topoisomerasa IID) ha sido purificada de E. coli.

Las funciones de las topoisomerasas de fagos y plasmidos
en la replicacién y recombinacién especifica de sitio son bién
conocidas. En cuanto a las topoisomerasas bacterianas, sin embargo,
no se ha probado nada en este sentido. En eucariotas no se dispone
de ninguna evidencia directa en el papel de las topoisomerasas
aunque es altamente probable que estén presentes en muchos procesos

celulares (Cozzarelli, 1980).
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Un tercer grupo de nucleasas scn aquellas implicadas en
la reparacion del ADN. Debido a la aparente complejidad del ADN, los
sistemas ce reparacion, las dificultades en disefiar experimentos y
en evaluar las eficiencias en reparacion de ADN de células
particulares, el numero de DNasas relacionadas definitivamente con

la reparac:ion del ADN es relativamente pequefio.

La célula dispone de una amplia variedad de mecanismos
de re;?rzcién de ADN (fotorreactivacion, escision-resintesis,
recozbinacion, sistema S0S) y la eleccion de uno u otro suele
depender cel momento del ciclo celular en que aparece el dafiv y de
las condiciones ambientales. En muchos de estos mecanismos hay
DNasas implicadas. En otros aunque no existe prueba experimental
deben actuar también. Solo en casos muy especiiicos la celula no
emplea nucleasas al reparar el ADN dafiado.

21 mecanismo de reparacion en el que se conoce gue actuen
mayor numero de nucleasas es el de escision-resintesis. Dentro de el
podemos <cividir entre la reparacion por escision de nucleotidos,
propiamenze dicha, y aquella que se limita a retirar simplemente la

base danaca.

Dentro del primer grupo se encuentran nucleasas con
actividad de escision como las exonucleasas asociadas a la ADN
polimerasa I de E. coli (5'33' y 3'95"), asi como la exonucleasa VII

de E. coli y el enzima RecBC que actuan en las dos direcciones.

Entre las endonucleasas de 1incisién se encuentra el
sistema de incisien uvr de E. coli, formado por los productos de los
genes uvrd, uvrB y vvrC, de 114000, 84000 y 68000 daltons
respectivamente. La actividad endonucleasa se observa cuando ambas
actividades estan juntas. Dos de ellas se unen al ADN dafiado y la

tercera tiene actividad ATPasa (Yoakum y Grossman, 1981).
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En el caso de escision de bases, las primeras en actuar
son  las glicosilasas de ADN, que reconocen una base anormal
especifica, rompen el enlace N-glicosilico y generan una base libre y
un sitio AP. Posteriormente, los sitios sin bases son reconocidos
por las endopucleasas AP, enzimas ubicuistas en la naturaleza que
rompen el ADN en el enlace fosfodiester adyacente al azucar sin
base. Se dividen en clase I y II segun dejen el azucar sin base en
¢l +érmino 3' o en el término 5' del corte. En E. coli la
endonucleasa I1II es un enzima de clase I, mientras que las

endonuclea

o0

as IV y VI son de clase II (Warmer et ai, 1981,

En el casc de la reparacién recomtinacional se han
propuesto modelos sobre como podrian actuar las nucleasas, aunque
ain no se ha implicado ninguna en concreto. Sin embargo, como se ha
dicho antericrmente, existen casos de reparacicon en que no existe
rotura de enlace fosfodiéster como son los enzimas
fotorreactivantes, capaces de monomerizar dimeros de pirimidina sin
romper el ADN, o las transmetilasas que convierten directamente los
residuos O%-metilguanina en guanina. También se ha observado que
residuos purinicos son insertados especificamente en sitios AP no

rotos del ADN.

Otro proceso en el que las nucleasas juegan un importante
papel es en la replicacion del ADN. Los enzimas que intervienen se
pueden dividir en tres grupos: endonucleasas especificas de sitio
requeridas para la replicacién de ADN, actividades nucleasicas
asociadas con polimerasas de ADN, y actividades nucleasicas de la

reversotranscriptasa.

El genomio de los fagos de ADK de cadena simple

filamentosos e icosaédricos codifica para endonucleasas especificas
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de sitio esenciales para la replicacion del ADN in vivo. Suelen
producir una mella especifica en la cadena viral de la forma

replicativa superenrollada del ADN.

Entre los enzimas que intervienen en estos procesos estan
bien caracterizados los casos de la proteina producto del gen A del
fago icosaédrico ©X174 y el producto del gen IJ de los fagos
filamentosos M13 y fd. Ambas proteinas desempefian un papel

fundamental en la replicacion del ADN virasico por el modelo del

La proteina del gen A del fago ¢X174 produce una rotura
especifica a la altura del nucleotido 474 del genomio virasico,
dentro del propio gen A. Cerca de esa zona hay una region metilada
que parece actuar como seBal para el corte. La proteina permanece
unida a esa zona y ejercerad también el papel de ligasa al cerrar
covalentemente la cadena formande nuevos genomios virasicos. La
accion de la proteina producto del gen JI de los fagos M13 y fd

parece ser similar.

Como hemos visto, estas proteinas son enzimas altamente
complejas, esenciales para multiples etapas en la replicacion del ADN
del fago. Aunque han pasado varios afios desde que se propuso un
papel multifuncional para la proteina A del @X174 (Eisenberg et al,
1977>, queda aun mucho desconocido, particularmente con los asuntos

relacionados con la terminacion especifica de la replicacion.

Es muy probable que las proteinas de este tipo sean
descubiertas y caracterizadas en otros sistemas. La rotura
especifica de sitio y la reunién de los extremos ha sido bien
estudiada en el procesamiento y maduracion de la estructura del

acido nucléico.
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Por lo que se refiere a las actividades nucleasicas
asociadas con polimerasas de ADN, hay que distinguir entre actividad
exonucleasica 3'45' y actividad exonucleasica 5'43' (Kornberg, 1980).

Las tres polimerasas del ADN procariotico (I, II y IID
poseen una actividad exonucleasa 3'5'. Se cree, como ya se ha
indicado anteriormente, que esta actividad juega un papel importante
en la lectura de prueba (“proof-reading") de los nucleotidos
incorporados que son dictados por la cadena madre de ADN. EN esta
funcion, los errores incorporados son descubiertos y escindidos por

la exonucleasa.

La actividad exonucleasa 5'43' se ha encontrado asociada
con las polimerasas I y III. La de la polimerasa I es la mejor
caracterizada. Genera mono y oligonuclestidos desde el extremo 5' de
forma inespecifica (puede ser 5'-0H, 5'-P, 5'-P-P, 5'-P-P-P; tanto en
ADN como en ARN). En general, esta actividad actua en sitios que
contienen alteraciones de las estructuras de ADN cerca de las
horquillas de replicacion o en las regiones erréoneas. Bajo ciertas
condiciones, la polimerasa puede bhacer una escisiéon en ausencia del

término 5'

En el caso de la DNA polimerasa III, en contraste con la
anterior, su actividad 5'93' requiere una extensién 5'; el enzima
hidrolizara la extensién de cadena simple y migrara en el éarea
duplex (Livinston y Richardson, 1975). En ausencia de region 5' de
cadena simple esta actividad no funciona. Como en la polimerasa I,
la actividad 5'3' de la  polimerasa II1  puede  formar
oligonucleétidos. El significado de esta actividad aun no es

conocido.

Las polimerasas de ADN de eucariotas superiores a, B y ¥

no contienen actividades exonucleasas 53" 6 3'5'. Dos ADKN
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polimerasas se han aislado de levaduras y una de ellas, la ADN

polimerasa II, parece ser que contiene una actividad 3'35°'.

JEAE

Tanbién deben destacarse las actividades nucleasicas de
ia reversotranscriptasa. Este enzima, aislado de retrovirus, posee

rias actividades: polimerasa de ADF dependiente de ARN requerida

<
I\

para la sintesis final de ADK de cadena doble, una exonucleasa

nidireccional de ARN y una endonucleasa de ADN. Las actividades

o)

olimerasa y RNasa se encuentran en la subunidad «. La endonucleasa

encuentra en la subunidad B. Pero existe otra actividad

w
™

exonucleasa que reside en las dos subunidades funtas. Esta actividad
<-10 es activa con Mn* y no con ¥g=*, a diferencia de la anterior

que le es indiferente y actua sobre el ADNcce (Golomb et al, 1981).

Otro grupo de nucleasas 10 COnstituyen aquellas que

degradan tanto ADN como ARN, pero que son altamente especificas en

el hecho de gue solo actuan sobre cadena simple. Estan relativamente

el

oco estudiadas pero eso no es obstaculo para gque se hayan utilizado

ampliamente en ingenieria genelica.

Entre las mas conocidas se encuentran la nucleasa 81,
islada de Azpergillus oryzae (Ando, 1960), las nucleasas aisladas
+anto del micelio como de los conidios de Neurospora crassa (Linn,
1967>, la nucleasa Pl de Fenicillium citrinum (Kuninaka et al, 1961),
nucleasa BAL 31 de Alteromonas espejiapa (Laval, 1974) y la nucleasa

I de judia (Sung y Laskowski, 1962), entire otras.

Todas producen mono Yy oligonucleotidos terminados en 5P
y 3'-OH. Son enzimas muy termoestables, activas a 60°C o mas. Suelen
ser metaloproteinas de Zn*", fuertemente inhibidas por el EDTA.

Fresentan un pH optimo entre 5 y 8, y con pesos moleculares
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variables aunque siempre por debajo de 100 Kd. Muchas tienen
actividad endo y exonucleolitica, como es el caso de las nucleasas
Si, Pl y de judia. Los patrones de ruptura del ADN superenrollado

son diferentes dependiendo del enzima y cel pH de la reaccién.

Tanbién existen nucleasas de este tipo especificas para

-

ADN, como las exonucleasas 1 y VII de E. coli, las endonucleasas v,
iel fago T4, y I, del fago T7, o la desoxirribonucleasa de Bacillus

subtilis,

El papel biolégico de estos enzimas no siempre esta
estudiado pero es evidente que intervienen en la reparacion y
recombinacion de ADN. En el caso de la endonucleasa I del fago T7
parece ser que estd implicada en la degradacion de ADN extrafio. Sin
embargo mucha mas atencion se ha prestado a las posibilidades de
estas nucleasas en la Biologia Molecular. Sus aplicaciones son muy
numerosas, tanto en acidos nucleicos de una sola cadena (preparacion
de mono y dinucleotidos, estimacién del contenido de doble helice,
£tc...), como bicatenarios <(eliminacion de finales cortos de cadena
simple, localizacion de regiones de bases no aparejadas del ADN
superhelicoidal) o incluso en moléculas hibridas (cuantificacién de

homologia, etc...) y numerosisimas mas.

Un sexto grupo de nucleasas, implicadas en los procesos
de restriccién y modificacién de los acidos nucléicos, ba sido objeto
de gran atencién en los Gltimos afios debido a su papel clave en la

tecnologia de ADN recombinante.

El fenémeno de restriccién y modificacién en bacterias fue

descrito por primera vez hace mas de 30 afios por Luria y Human
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(1952) y por Bertani y Weigle (1953) para los fagos T-pares y P2 y

X respectivamente.

Los autores observaron una nabilidad adquirida, con
caracteristicas lamarkianas, por parte de. fago al presentar una
respuesta adaptativa al hospedador, aumeztando la eficiencia de
placa, que se perdia cunado el virus pasaba & fraves de Olros

hospedadores.

Diez afios despues, en un articulo del grupo Arber (<1965,
aparecic la explicacién molecular a este fenémeno. Se trataba de la
accién de dos enzimas: una nucleasa cue reconocia y cortaba
secuencias especificas en el ADN entrante <(restriccion), y una
metilasa del ADN que modificaba estas mismas secuencias de forma
que no fueran reconocidas por la nucleasa, para as: proteger el ADN

propio.

Al comienzo de los 70, varias endonucleasas de restriccion
habian sido ya purificadas y estaba claro que podian ser divididas
en, al menos, dos clases diferentes pasadas en sus requerimientos de
cofactores. Una de estas clases requeria Mg=7, ATP y &-
adenosilmeticnina (AdoMet); la segunda clase requeria solo Mg<™.
Boyer (Boyer et al, 1971) propuso llamar a la primera clase enzimas
de tipo I, y la segunda de tipo IIL. Estas ultimas han demostrado ser
herramientas indispensables en la Biologia Nolecular y Genética
modernas. El primer grupo es el que sera tratado a continuacidén y a
su vez puede ser dividido en dos grupos, 1 y III, de acuerdo con

Kauc y Piekarowicz (1978).

No se ha hecho ningin estudio extensivo sobre la
presencia de enzimas de restriccion de tipo I. La busqueda de

enzimas de tipo II no hubiera detectado enzimas que reguieran ATP.
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Exceptuando el unico caso del genero Haemophilus, todos los sistemas

de restriccion del tipo I se han encontrado en enterobacterias.

El resultado de los analisis  geneticos y de
complementacion de este grupo de enzimas, conduce a la idea de que
al menos tres genes estructurales son necesarios. Uno de estos
genes, hsdS seria necesario, tanto en restriccion como en
modificacién, para el reconocimiento de la secuencia especifica para
el sistema. Un segundo gen hsd¥ seria responsable, junto con el
producto del gen hsdS, de la modificacién y un tercero, hsdR, junto
con los otros dos, catalizaria la restriccion. El analisis genético
mas reciente corrobora por completo este modelo. Sain y Murray
(1980) han clonado la regién hsd de E. coli KiZ en el fago X y han
mostrado por analisis de delecciéon que el orden de los genes es
hsdR, hsdM y hsdS. Tambien han puesto de manifiesto que los genes
estan organizados en dos unidades gque se transcriben en la misma
direccisn: hsdM y hsdS se transcriben desde un promotor, mientras

que hsdR se transcribe desde un segundo.

Los Gnicos enzimas de restriccién que han sido
exténsamente purificados son los de las cepas K12 y B de E. coll:
Eco K y Eco B (nomenclatura de Smith y Nathans, 1973). Estos
enzimas, como se espera de su naturaleza alélica, tienen estructura
muy similar. Ambos contienen tres subunidades no idénticas, «, By,
con peso molecular de 135000, 60000 y 50000, respectivamente, aunque
las proporciones relativas de las subunidades parecen ser diferentes
para las dos enzimas. Para Eco K la estructura que se propuso era
azp=y Meselson et al, 1972) mientras gque la situacion para Eco B
parece ser mas compleja. Al menos tres estructuras oligomeéricas
activas han sido purificadas para este enzima y la forma
mayoritaria resulte ser a=Pa¥= (Eskin y Linn 197za). Estas
diferencias entre los dos enzimas pueden reflejar las variaciones en

las condiciones de cultivo de las Dbacterias usadas para las
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diferentes preparaciones enzimaticas o en los diferentes procesos de

purificacion.

Las secuencias reconocidas por Eco B y Eco K han sido

determinadas mediante analisis de mutantes.

Para Eco B, la secusncia es la siguiente:

y para Eco K:

5' AACNNKENERGTGC 3!
3' TTIGKNNRNNKCACG 5’

La modificacion s= realiza sobre los restos de adenina
convirtiendolos en 6-metiladenina. En el caso de Eco B, se trata de
la primera adenina de la fila 3'+5'. En la otra cadena se metila la
unica adenina que existe. En el caso de FEcK, se metila la segunda

adenina de la cadena 5'+3' y _a unica presente en la hebra contraria.

Los mecanismos de reacciéon son similares tanto en el
sistema de restricciéon K como en el B, presentando ambos una amplia
variedad de reacciones. Scn al mismo tiempo endonucleasas de
restriccién, realizan modificacion de ADN especifica de sitio, son
ATPasas dependientes de ADN, y realizan tambien una accion similar a

la girasa.

La Ado¥et es necesaria para que el enzima se una al ADN;

upa vez unidos enzima y susirato, ya no se necesita. Las reacciones
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posteriores dependen del estado de metilacion del ADN y del ATP

presente (Yuan et al, 1975). Esquematicamente:

Enzima-ADN

i : i
Modificacien + ATP Semimodificado No modificado + ATP
+ ATP
i : i
Disociacion Modificacion Cambio conformacional
plena
i ¢
Inactivacién (¢ Hidroélisis de ATP?)

+
Unién al sitio de rotura
i
Rotura de ADN
!
Actividad ATPasa

Si no hay AdoMet, el enzima no presenta afinidad por el
ADN, siendo la activacién proporcional a la concentracién de AdoMet

hasta un determinado nivel que indica la existencia de tres sitios

de union al enzima.

El hecho de que el enzima sea inactivo con un ADN
modificado en solo una cadena es importante porque este es el estado

del ADN replicativo, lo que asegura la supervivencia de la celula.
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Tanmbien es importante el hecho de gue el enzima dependa
de los niveles de AdoMet, ya que si los niveles de cofactor son
bajos, habréd poca metilacion pero el enzima también sera poco
activo. Asi, se ha visto que este mismo ¢aso COD enzimas de
restriccién tipo II 6 III, termina en la degradacién del propio ADK

por las mismas enzimas.

El efecto del ATP es un cambio conformacional visible al
microscopio electrenico  (parece ser que pierde una 0 1mas
subunidades). Este cambio se acompafia de una capacidad en aumento
del enzima para unir el ADN a los {filtros de nitrocelulosa, que
constituye la base de un ensayo muy util para la deteccién del
enzima <(Yuan y Meselson, 1970). Este paso puede realizarse con
analogos del ATP no hidrolizables, pero estos no pueden llevar a

cabo el resto de la reaccién.

Una caracteristica sorprendente de estos enzimas es que
la rotura del ADN tiene lugar al azar a considerables distancias
(400-7000 pb) del sitio de reconocimiento. Hay dos teorias acerca de
como se lleva a cabo, basadas ambas en observaciones al microscopio

electronico.

Para Eco B, el enzima parece que “camina" a lo largo del
ADN en una sola direccién lejos de la secuencia de reconocimiento y
forma un bucle gracias al cual el enzima se encuentra unida al mismo
tiempo al sitio de reconocimiento y a otras secuencias del ADN
(Rosemond et al, 1979). Otro mecanismo similar pasa con la Eco K
pero en este caso el enzima rompe en ambos lados de la secuencia de
reconocimiento, formando bucles de ADN superenrrollado con un

mecanismo comparable a las topoisomerasas (Yuan et al, 1980a).

Puede que ambos enzimas sean diferentes, pero lo mas

probable es que las diferencias respondan a las distintas

Sy
e
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condiciones de tratamiento, preparaciones al microscopio elctronico,
etc... Cualquiera que sea el mecanismo, el corte de ADN es un proceso
en dos pasos: el ADN primero se rompe en una cadena y luego en la
otra. En caso de exceso de ADN, solo se rompe una hebra sugiriendo

que dos moléculas se requieren para una doble cadena.

Parece ser ademas que Eco B libera 75 pb en la forma de
nucleotidos solubles por cada corte gue hace (Kimball y Linn, 1976).
Por oftra parte, tras la rotura las endonucleasas de tipo I se
convierten irreversiblemente en potentes ATPasas, y mientras lo son,
no pueden romper ADN de nuevo. Consecuentemente no hay renovacion
del enzima: cada enzima puede cortar solo una molécula de ADR, pero
por el contrario, la actividad ATPasa es muy duradera. Ademas, el

ATP es necesario para degradar el ADN.

Si la hidrélisis de ATP tiene cualquier funcién bioloégica
es aun una cuestién abierta. Puede que solo sea un artefacto de
laboratorio, sin embargo, es posible imaginar al menos dos formas en

las que puede ser ventajosa:

1.~ Cuando un plasmidc o un virus invade una ceélula, su
ADN debe ser no solamente troceado sino que estos trozos deben ser
degradados antes de que se recombinen con el ADN nuclear. La
hidrélisis masiva de ATP puede, al caer los niveles de ATP en la
célula, disminuir la frecuencia de recombinacién ilegitima y dar a

las nucleasas una oportunidad mejor.

2.~ Con respecto a la poblacién en su conjunto, al
hidrolizar todo el ATP de una sola célula, ésta no puede sobrevivir
pero consigue detener la infeccién en el resto de la colonia; seria

una especie de comportamiento altruista.
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Los enzimas de tipo III copstifuyen un SUubgrupo de la
primera clase de endonucleasas de restricciéen. Al principio se
agruparon junto con los de tipoc 1I, pero luego se vié que los
requerimientos de sustrato eran mas complicados. La designacion de

tipo III se debe a Kauc y Piekarowicz (1978).

Solo tres miembros de esta clase ban sido identificados
por el momento, pero es probable que, como para los enzimas de tipo
I, una busqueda sistematica pudiera descubrir muchas mas. Un miembra
es codificado por el fago Pl de EF. coli (Eco P1), y otro por el
plasmido 15T de dicho microorganismo; la tercera es de Haemophilus
influenzae Rf (Hin fIIl), y es mas probable que se codifique en el
cromosoma (Piekarowicz et al, 1974). Un ispesquizémero de Hin fIII

existe en H. influenzae Re (Hin Re), (Piekarowicz, 1882).

Se ha demostrado que solo _dos genes intervienen en el
proceso de restriccion-modificacion. E. analisis de estos genes por
mutagénesis de transposicion puso de manifiesto dos regiones
contiguas del genoma de Pl. Las transposiciones en uno de estos
genes dan lugar & un genotipo deficiente en restriccion pero capaz
de modificar, definiendo un gen llamado res. En la otra region el
resuitado es un fenotipo deficiente en restriccién y modificacioén,
que define un gen llamado mod, de 3 y 2 Kb respectivamente. Hay dos
promotores, uno para cada gen gue transcriben en la misma direcciénm.

Anbas regiones de ADN son muy homologas.

Por lo que respecta a la naturaleza molecular de los
enzimas, recientemente se ha demostrado que tanto Eco P1 como Eco
P15 contienen dos subunidades de peso molecular 106000 y 75000
dando reacciones cruzadas cOn Sus antiCuerpos. La subunidad pequefia
es el producto del gen mod y tiene la capacidad de reconocer la
secuencia de ADN y metilarla pero no ia rompe. La subunidad grande

debe contener la actividad endonucleolitica.
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Las secuencias de reconocimiento de las tres enzimas de

restriccién de tipo I11 han sido determinadas y son:

Eco Pi: 5' AGACC 3'
3' TCTGG 5' (Bachi et al, 197%

Eco Pi5: 5' CAGCAG 3'
3' GTCGTC 5' (Hadi et al, 1979

Hin f111: 5*' CGAAT 3!
3' GCTTA 3' <(Piekarowicz et al, 1981)

La modificaciin del ADN por estas tres enzimas consiste
en la introduccien de grupos metilos en los restos de adenina para
dar 6-metiladenina. Esta adenina solo existe en una de las cadenas
en la secuencia de reconocimiento de Eco P1 y P15; pero incluso en
Hin f11I se ha demostrado in vitro que la metilacién solo ocurre en
una de las cadenas. Estc plantea un problema biolégico: ¢Qué ocurre
cuando el ADN se esta replicando? Al separarse las hebras madres
solo una gqueda protegida. Se ha postulado que el enzima es
periplasmico, pero esto ha sido refutado. Puede que el ADF sea
metilado inmediatamente después de que se abra la horquilla de
replicacién. Esto esta apoyado por el hecho de que en las celulas
que contienen estos enzimas hay una alta concentracion de

subunidades de modificacién libres.

Todos estos enzimas rompen el ADN sobre 25-27 pb hacia
la derecha de la secuencia, unos 9 nm, distancia que puede ser
facilmente cubierta por el enzima sin moverse a lo largo del ADK.

Parece ser que la subunidad de modificacion recomoce y Se upe a la
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secuencia especifica y dirige la subunidad de restriccion hacia el
sitio de corte. Esto explica el fenotipo deficiente en restriccion y

modoficacién, que tiene intacto el gen res.

Los enzimas de tipo III requieren ATP para la actividad
endonucleolitica pero no lo bidrolizan. la actividad nucleasa es
estimulada por AdoMet sin ser un requerimienio absoluto. En
presencia de ambos cofactores los enzimas actuan también como
metilasas, de forma que restriccion y modificacion son reacciones
competitivas. En presencia de AdoMet y ausencia de ATP sdélo se da la
modificacién. Estos enzimas necesitan tamafios muy grandes de ADN
para romperlo (Hin £III, unas 3000 pb) pero ello no parece ser
debido a la incapacidad de union al ADF porque la metilacion si se

da.

Hay muchos aspectos de los enzimas de restriccion de tipo
111 aun no conocidos. Por ejemplo, ¢por que in vitro son lan
ineficientes, aun cuando se imitan las condiciones intracelulares?.
Realmente in vivo este po es el caso, porque son incluso aun mas
eficientes que las del tipo I y II. Parece ser gue se esia perdiendo
un factor importante (quizas un cofactor exotico © un componente
macromolecular codificado por el hospedador). Otro problema que
queda por ser resuelto para muchos sistemas de restriccion (no solo
los que necesitan ATP) es el control de expresion de los genes

estructurales para los enzimas.

Algo esencial es que el ADN de la célula hospedadora esteé
modificado antes que la restriccion se exprese. Asi se sabe que las
células no expresan su restriccion hasta una hora despues de la
infeccion, y pasan al menos tres horas hasta que la actividad de
restriccion alcanza sus niveles normales (Arber et al, 1974). Sin
embargo, la modificacién puede detectarse en unos pocos minutos

despues de la infeccién (Arber and Dusso0ix, 19627,

(o 3}
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A diferencia de los tipos I y III, los enzimas de tipo II
requieren solo Mg** como cofactor y reconocen y rompen una misna
secuencia especifica en la molécula de ADN. Es esto lo que ha hecho
a estos enzimas tan atiles en Biologia Molecular. Como los tipos Iy
111, estos enzimas pueden catalizar la restriccién-modificacion, pero
no hay evidencia genetica de que estén involucrados en la
restriccion-modificacién controlada por el hospedador, y es posible
que algunos de ellos tengan otros papeles, no descubiertos, en la
célula. FEl interés que despiertan los enzimas de tipo II es
peramente instrumental, ni sus propiedades binlégicas ni bioquimicas

han sido exploradas en detalle.

De entre 360 endonucleasas de restriccion de tipo II que
han sido hasta ahora caracterizadas, unas 85 especificidades
diferentes han sido identificadas, y no hay razon para creer gue no
se encontraran muchas mas tras una busqueda exhaustiva, si

atendemos a principios de probabilidad.

Asi, por ejemplo, aunque en principio habia una
preponderancia de las secuencias de corte ricas en G-C, ya se han

empezado a encontirar secuencias sélo de T-A (Roberts, 1982).

Aunque para la mayoria de los enzimas el sitio de rotura
queda dentro de 1la secuencia de reconocimiento, hay algunas
excepciones en que esta lejos. Algunos grupos de enzimas tienen
secuencias de reconocimiento relajadas, y no diferencian las bases
puricas o pirimidinicas en ciertas posiciones. Muchos sistemas de
restriccion-modificacion producidos por diferentes organismos, a
menudo reconocen secuencias idénticas o sustancialmente homélogas,

lo que se conoce Como enzimas ispesquizomeros.

Entre los pocos enzimas de tipo II que han sido aislados

en forma pura 0 examinados con respecto al mecanismo de accion, hay
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varias diferencias en el modo de las interacciones ADN-proteina que
pueden estar relacionadas con la cuestion de la secuencia de

reconcimiento.

Todos los enzimas purificados, tras ser desnaturalizados
y reducidus, han mostrado teper un s6lo polipéptido base. La mayoria
de estus enzimas existen como oligomeros de estos polipeptidos
aungue hay algunos que solo se han encontrado como monéomeros. Al
admitir gue la relacién ADN-enzima depende del estado oligomeéerico de
éste, se ha sugerido que estas dos clases de enzima pueden diferir

en el mecanismo.

El analisis estructural de los enzimas de modificacion de
tipo II est4 aGn en una etapa primaria. S6lo cuatro de ellas han
sido purificadas: Eco Rl (Rubin y Modrich, 1977), Hpa Iy Hpa II
(Yoo y Agarwal, 1980) y Bsn I <(Gunther et al, 1981). Ademas, la
metilasa Dam gque es responsablie de la mayoria de los residuos
N-6-metiladenina de E. coli y, aunque no parece estar involucrada en
restriccion-modificacion, s: tiene muchas similitudes estructurales y

mecanisticas con las otras cuatlro.

Todos estos enzimas - estan constituidos por una sola
cadena polipeptidica (30-40 kd’, que es la forma estable en solucion.
Asi, al menos, es para la Eco Rl, y probablemente para las otras
también: el reconocimiento de la secuencia se hace en forma de
dimero pero la metilacion se hace en forma de monoémero. Esto puede
significar que la metilasa y la endonucleasa del sistema pueden
diferir significativamente con respecto a las interacciones acido
nucléico-proteina. Esta posibilidad puede parecer sorprendente si se
tiene en cuenta la funcion complementaria de un sistema restriccion—
modificacion. Sin embargo se ha establecido que la presencia
continuada de la metilasa Fco Rl es necesaria para mantener la

viabilidad de 1la célula en presencia de la endonucleasa. Esto
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sugeriria que las dos FEco Rl podrian tener un origen evolutivo
comun; sin embargo, nuevos y mas profundos estudios han demostrado

que sus origenes son diferentes (Newman et al, 1981).

Por otra parte, la determinacién reciente de las
estructuras de las enzimas Fco R1 han permitido comprobar las
similitudes entre las dos proteinas a nivel de secuencia de
aminoacidos. Los genes de estos enzimas han sido localizados en unas
2200 pb de ADN, cuya secuencia ha sido determinada en dos
laboratorios Jack et al, 1980; Greene et al, 1981; Newman et al

1961).

El gen de la endonucleasa codifica para un polipeptido de
277 aminoacidos, que debe ser procesado para eliminar una fMet
terminal. El gen de la metilasa codifica para una proteina de 326
aminoacidos, pero en este- caso el procesamiento consiste en la

eliminacion del fMet-Ala terminal.

De todas las endonucleasas de tipo II, la que mas se ha
estudiado con respecto a su mecanismo de rotura de ADN es tambiéen

la Eco R1.

La restricciéon in vitro por endonucleasas de tipo II, gue
requiere s6lo Mg=* y ADN no modificado, conlleva la hidrélisis de
dos enlaces fosfodiéster. EN el caso de la Eco Rl, lo que ocurre es
lo siguiente (Modrich y Zabel, 1976; Rubin y Modrich, 1978).

K\ K= K= Ka
E+I o E.JI -+ E.JII 3 E.III -+ E+III
K- KstiK-s
E+11
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Siendo I1: secuencia para Eco R1 intacta
II: rotura en solo una cadena
I11: rotura en las dos cadenas
Ka=K-1/Kr
Ke=K-c/Ks

Ka es el factor limitante

Aunque la presencia de una secuencia de reconocimiento no
modificada es suficiente para que se produzca la rotura de la doble
cadena, es evidente que hay factores adicionales de la estructura del
ADN gque influyen en la eficiencia de la rotura, asi como la
estructura del ADN externa al sitio de reconocimiento para Eco Rl

(Rubin y Modrich, 1878).

Si bien los estudios mecanisticos de otras endonucleasas
de tipo II estan aun en un estado primario, la informacion
disponible sugiere que la rotura del ADN puede ocurrir por un
mecanismo similar al de £Fco R1, es decir, mediante un paso
intermedio en el que se rompe una sola cadena (Smith y Chirikjian,

1979).

El caso de una sola hebra metilada es muy interesante por
varias razones ya mencionadas anteriormente. Estos sitios tienen
importancia biolégica ya que aparecen en el caso de la replicacion
semiconservativa del ADN. La eficacia de rotura en estos sitios
proporcionaria informacion acerca de la interaccion enzima-ADN en un

sistema dado.

Con respecto a este problema hay dos clases de enzimas de
tipo II: los que no rompen un ADK metilado (Dpn I, Dpn lI, Eco R y
las que rompen so6lo la hebra no metilada del sitio de reconocimiento

(Bsp I, Sau 3A, etc...)
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Entre los enzimas de tipo II, como se ha indicado con
anterioridad, solo cinco metilasas se han aislado en forma pura: Bsn
I, Eco R1, Hpa 1, Epa 11 y Dam.

.

Presentar un comportamiento tipicamente de primer orden
con respecto a !z concentracién del enzima, y de Michaelis-Menten
con respecto a los sustratos AdoMet y ADN. Esto, junto con el hecho
de que la forma estable del enzima es el monomero, ha llevado a la

conclusién de que cada metiltransferasa funciona como un mODomero.

Parece ser también que estos enzimas transfieren un grupo
metilo a un sitio Ze reconocimiento por unién y, en el caso de Eco
R1, también se :a visto que los parametros cinéticos de metilacion
de un sitio hemimodificado no son mas favorables que aquellos de la
metiltransferencia a una secuencia no modificada. En el caso de
Bsu 1 y Dam, =22y una ligera preferencia de metilos a sitios
hemimetilados. Es=c contrasta con lo observado en el caso de los
enzimas de tipo I. en los que hay una marcada preferencia por los

sitios semimodificados.

(s
4]



OBJETO DEL TRABAJO



OBJETO DEL TRABAJO

Myxococcus coralloides D es una mixobacteria, aislada vy
ampliamente estudiada en nuestro laboratorio. Numerosos intentos
realizados con el fin de aislar bacteriofagos especificos frente a
este microorganismo resultaron fallidos (Mufioz, 1985) al contrarioc
de lo que ocurre en otras bacterias del grupo (Azuaga, 1687). Una de
las causas de este comportamiento puede ser la alta actividad

nucleasica detectada en esta mixobacteria.

Esta actividad nucleasica se hallaba en su totalidad en la
fraccion celular sin- ser expulsada al sobrenadante de cultivo, y
podia ser liberada a un extracto libre de células mediante

homogeneizacién o sonicacion.

Cuando el extracto libre de células se cromatografico a
través de una columna preparativa, la actividad nucleasa se desdoblo
en tres fracciones activas. Un estudio bésico de estas tres
fracciones crudas constituyé la memoria de licenciatura previa a
este trabajo de doctorado (Martinez-Cafiamero, 1986). E1 estudio se
orienté al conocimiento de las condiciones de accion optimas de
estas tres actividades que, por orden de elucién en la columna, se
las denominé G, ¥ y P aludiendo a la relacién entre sus tamafios

moleculares aparentes (Grande, Mediana y Pequefia).

El resultado obtenido puso de manifiesto que X
coralloides D posee una amplia actividad DNasa que cubre todas las
condiciones en las que esta mixobacteria es capaz de crecer: un

rango de temperatura desde 20 a 45°C, un rango de pH entre 6 y 9 y
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una fuerza iénica, en general, baja. Dicha actividad, ademas, es
estimulada por cationes metdlicos divalentes, especialmente Mn*"

para las dos nucleasas de mayor tamafio y Mg=* para la DNasa menor.

Conocidos estos factores basicos, surgié la necesidad de
ampliar este estudio, con objeto de profundizar en su mecanismo de
accién, su naturaleza molecular, su localizacién celular y su
evolucién a lo largo del desarrollo de N. coralloides D no s6lo para
poder abrir una llave en la manipulacion genética de esta bacteria,
sino para emitir una hipétesis acerca del papel de estos enzimas Yy
aumentar asi nuestro conocimiento acerca de la biologia de este

interesante microorganismo.
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1. MICROORGANISKOS

Myxococcus  coralloides D, la raza productora de
desoxirribonucleasas, capaz de crecer de manera dispersa en medio
liquido, fue obtenida por Arias y Montoya (1978) sometiendo una raza
de M. coralloides salvaje aislada por ellos a varios pases por

medios liquidos apropiados.

Myxococcus xanthus DK101 proviene de la coleccién de D.
Kaiser (Stanford, USA). Corallococcus coralloides Ccc4l0, Nyxococcus
fulvus Mxi2, Myxococcus stipitatus Mxs2 y Stigmatella aurantiaca
Sgal son un regalo de Hans Reichenbach (Braunschweig, FRG). Estas
razas de mixobacterias fueron utilizadas en la realizacién de un

estudio comparativo sobre la actividad desoxirribonucledsica en este

peculiar grupo de microorganismos.
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2. MEDIOS DE CULTIVO

Agar levadura

Este medio ha sido utilizado para la conservacion de
Myxococcus coralloides y el resto de las mixobacterias, ya que en él
se produce la fructificacién. la composicién quimica de este medio

es la siguiente:

Levadura prensada de panaderia 10.0 g
Agar z20.0 g
Agua destilada 1000 ml
pH 7.2

La levadura se afiade después de filtrar el agar fundido,
ajustando el pH con una solucion de NaOH al 10%. Se esteriliza a

117°C durante 20 minutos.

Medio CTA

Se utilizé en todos aquellos casos en que se quiso obtener

crecimiento vegetativo de las mixobacterias en medio so6lido. Su

composicién es:

Bacto-Casitone (Difco? 10.0 g
HSSOA .7Hz0 1.0 g
Agar 18.0 g

Tampén fosfato potasico 0.2 M pH 7.2 50 ml
Agua destilada 950 ml
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Medio CTT

Este medio fue utilizado para obtener el crecimiento
vegetativo de N. xanthus DK 101 en medio liquido. Su composicion es

la siguiente:

Bacto-Casitone (Difco) 10.0 g
¥gS0a4. 7TH=0 1.0 g
Tris-HC1 1 M pH 7.5 10 ml
Tampén fosfato potasico 1M pH 7.5 10 ml
Agua destilada 980 ml

Medio CT 0.5%

Es el medio de cultivo en el que normalmente es mantenido

X¥. coralloides D. Su composiciéon es la siguiente:

Bacto-Casitone (Difco) 5.0 g
¥gS0a4. 7THz0 1.0 g
Tampon fosfato potasico 0.2 M pH 6.5 50 ml
Agua destilada 950 ml

En este medio también se ha conseguido crecimiento
disperso de las razas de N. fulvus, M. stipitatus, C. coralloides y

S. aurantiaca mencionadas anteriormente.
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Nedio Triptona

Es el medio utilizado para el cultivo de MNyxococcus

coralloides D en el fermentador. Consiste en:

Triptona 10.0 g
¥gS0a. 7H=0 1.0 g
Tampén fosfato potasico 0.2 X pH 6.5 50 ml
Agua destilada 1000 ml

-
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3. TECRICAS DE CULTIVO

3.1. Mantenimiento y conservacién de las mixobacterias

El mantenimiento del crecimiento vegetativo de
¥. coralloides D se realizé por transferencias periocdicas en medio
liquido CT 0.5% dada la capacidad de esta mixobacteria para crecer

de forma dispersa en medio liquido.

Con el resto de las mixobacterias, una vez conseguido el
crecimiento disperso, se procedi¢ de igual manera, ya que, a veces €s

dificil conseguir este tipo de crecimiento en estos microorganismos.

Teniendo en cuenta la rapida autolisis que muestran los
cultivos dispersos de M. coralloides D <(Arias y Montioya, 1978, y
las mixobacterias en general, para asegurar su conservacion se ha
procedido de la siguiente manera: células de un cultivo en fase
exponencial de crecimiento eran recogidas por centrifugacién y
resuspendidas en medio CT 0.5% adicionado de glicerol 0.5 X, el cual,
como ya se menciono en el capitulo anterior, induce la formacién de

mixésporas, que pueden ser mantenidas congeladas durante afios.

La induccién de mixosporas con glicerol 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 mD.

77



MATERIAL Y METODOS

3.2. Condiciones de cultivo

Las condiciones de cultivo para mantener el crecimiento
disperso de las células vegetativas en todas las experiencias
realizadas fueron: agitacién a 200 rpm, mantenida a lo largo de todo
el tiempo de incubacién en un agitador orbital Gallenkamp, vy
temperatura de 28°C. En el caso de N. xanthus la temperatura de
incubacién fue de 33°C. El crecimiento en medio solido se realizo

siempre a 28°C.

En los casos en que se deseaba obtener grandes masas
celulares, se empleo un fermentador de laboratorio Braun Biostat E.
Se utilizé el medio triptona en un volumen de 7 litros. El medio se
inoculé con 500 ml de cultivo en fase exponencial y se incubo a
30°C,. con una agitacién de 150 rpm y una presién parcial de Oz del

45 % durante 30 horas.
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4. MEDIDAS DE DENSIDAD 6PTICA Y pH

4.1. ¥edidas turbidométricas

Se llevaron a cabo a intervalos regulares de tiempo,

determinando valores de absorcién a 650 nm en un Spectronic 20.

Para efectuar las medidas <se emplearon matraces que
poseen un tubo lateral para ser introducidos directamente en el
espectrofotometro. Se evita asi el tener gue transferir con pipeta el
medio a los tubos especificos del espectrofotémetro, con el
consiguiente peligro de contaminacién y errores en las medidas. En
aquellos casos en que se necesitaron volumenes pequefios se
utilizaron tubos esterilizables, especiales para el espectrofotometro,

en los que se realizaba la incubacion.

Las medidas de densidad o6ptica fueron relacionadas con el
numero de células de acuerdo con Benhami (1978).
4 .2. Medidas espectrofotométricas

Todas las medidas espectrofotométricas realizadas durante
la elaboracién de esta memoria se han llevado a cabo en un
espectrofotémetro Hitachi 100-80A.
4.3 Nedidas de pH

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

tampones utilizados se realizaron en un pHmetro Radiometer PHM84-

Research.
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5. DETERMINACIOR DE PROTE{NAS

5.1. Método de Bradford

La determinacion cuantitativa de proteinas se llevo a cabo
por el metodo de Bradford (1976). Este metodo de determinacion
implica la union del colorante Coomasie Brilliant Blue G-250 a las
_ proteinas. La wunion del colorante a la proteina provoca un
desplazamiento en el maximo de absorcion del colorante desde 465 nm
a 595 nm. Este incremento en la absorcion a 395 nm sirve para

determinar la concentracion de proteinas.

El reactivo se preparo como Se expone a continuacién:
100 mg de colorante Coomasie Brilliant Blue G-250 son disueltos en
50 mi de etanol 95%; a esta soluciéon se afiaden 100 ml de acido
fosforico 85% (p/v). La disolucion resultante se lleva a un volumen
final de 1 litro, se mantiene en agitacion durante dos horas y se
filtra antes de su uso. Este reactivo es estable durante al menos un

mes a temperatura ambiente.

Para realizar el ensayo, la solucién problema conteniendo
entre 10 y 50 pg de proteina se completa hasta un volumen de 0.1 ml
del tampén correspondiente y S5 ml del reactivo, se agita
vigorosamente y se mide la absorcién a 595 nm tras 2 minutos y
antes de una bhora frente a un blanco con 0.1 ml del tampoén

correspondiente y 5 ml del reactivo.
Si la muestra contiene una concentracién muy baja de

proteina se realiza el microensayo. En este caso, la solucion

problema conteniendo entre 1 y 10 pg de proteina se completa hasta
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un volumen de 0.1 ml con tampén, afiadiendo 1 ml de reactivo,

procediéndose posteriormente como en el ensayo anterior.

La concentracién de proteina presente en las muestras
ensayadas es deducida frente a una curva estandard obtenida en
ensayos por triplicado con albumina de suero bovino (Sigma). La
curva estandard para el ensayo (100-500 ug.ml™')> y el microensayo

(10-100 pg.ml~') se obtuvo para cada litro de reactivo preparado.

5.2. Absorcién en el U.V. a 280 pm

Se emples este procedimiento como criterio cuantitativo
relativo determinando la absorcién a 280 nm de cada una de las
fracciones eluidas de las columpas utilizadas en el proceso de

purificacion frente a un blanco constituido por el tampon de elucién.
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6. KEDIDA DE LA ACTIVIDAD DESOXIRRIBONUCLEASA

6.1. Ensayo de actividad DNasa

La valoracién de la actividad DNasa se realizo utilizando
diferentes extractos de las mixobacterias mencionadas anteriormente,

y siguiendo el procedimiento descrito por NacDonald (195%).

Para el ensayo se mezclaban 0.5 ml de cualquiera de las
muestras a ensayar con 0.5 ml de tampon Tris-HC1 10 nM, pH &
adicionado de MgClz 10 mM para el caso de la nucleasa P y MnClz
10 mM para las nucleasas M y G, y 0.5 ml de una solucion de ADN que
contenia 2 mg de ADN de testiculos de salmon (Sigma) por mililitro,
y se incubaban a la temperatura adecuada (25°C para la DNasa P, 33°C
para la nucleasa M y 37°C para la DNasa G). Una vez transcurrido el
tiempo deseado de incubacion, gque normalmente fue de una hora, se
adicionaban 0.5 ml de acido tricloroacético 3 M, el cual detiene la
reacciéon y precipita el ADN no digerido. Los tubos eran mantenidos
en bafio de hielo durante 15 min y a continuacién centrifugados. Del
sobrenadante era tomado 1 ml y se le determinaba la cantidad de ADEK
digerido mediante el método de la difenilamina, que se describe a

continuacién.

6.2. Xétodo de la difenilamina

Para la cuantificacién del ADN digerido en los ensayos de
DNasa se ha utilizado el método de la difenilamina de Dische
modificado por Schneider (1957), que consiste en bervir 1 ml de
muestra junto con 2 ml de reactivo de difenilamina durante 10 min.
Este reactivo era preparado disolviendo 1 g de difenilamina (Merck)

en 100 ml de acido acético glacial y adicionandole 2.75 ml de HzSOa.
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Una vez enfriados se media la in'tensidad de color azul de los tubos
a 600 nm en un espectrofotéometro Hitachi 100-80 A. La
correspondencia entre intensidad de color y concentracién de ADN era
calculada mediante una recta patrén que habia sido realizada

utilizando el ADN de salmén como referencia.
6.3. Definicién de unidad y actividad especifica

Utilizando la definicién de MacDonald (1955), una unidad
de actividad desoxirribonucleasa es 1la cantidad de enzima que
cataliza la formacién de 1 pg de desoxipentosa-fosfato soluble en
acido tras una hora de incubacién. La actividad especifica es
expresada como unidades de DNasa por miligramo de proteina. La

proteina es determinada mediante el método de Bradford (1976).
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7. EXTRACCION DE LA ACTIVIDAD DBNasa

Para la extraccién de las DNasas de M. coralloides D, asi
como de las otras razas estudiadas, se ha utilizado, como método de

rotura celular, la sonicacion.

7.1. Obtencion de exiractos sonicados

Para la obtencién de extractos sonicados, en primer lugar
se recogieron por centrifugacién las células de cultivos en fase
exponencial de M. coralloides D, se resuspendieron en tampon
Tris-HC1 10 nM pH 8 con ¥gClz 10 mM, concentrando 100 veces, y se
rompieron en un sonicador Bramson Sonic B-12 a una potencia de 50 w
durante 15 min, en circuito refrigerado. A continuacién se centrifugsd
durante 15 min a 40000xg a 2°C en una ultracentrifuga Beckman
L5-50, con rotor ty50, recogiendo el sobrenadante para posteriores

ensayos.
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8. FRACCIONANIENTO DE LOS EXTRACTOS

Para el fraccionamiento de los extractos sonicados se
ha utilizado la filtracién a traves de Sephadex‘™’ G-200 'y
Sephacryl<®> 5-200 (Pharmacia Fine Chemicals), que separan

sustancias por su tamafio molecular.

8.1. Preparacion de los geles

El Sephadex se suministra en forma de polvo seco, y antes
de empaquetarlo en la columna se debe hinchar en agua destilada.
Para ello, a la cantidad adecuada de gel (1 g de Sephadex G-200
suministra un volumen de lecho de 30-40 ml) se le adiciono un
exceso de agua y se mantuvo en bafio a 90°C durante 5 horas. El
proceso de hinchamiento puede conseguirse también manteniendo el

polvo seco en el agua durante tres dias.

En el caso del Sephacryl S-200 no es necesario hervir,
ya que se suministra binchado, en una suspensiéon de agua destilada

con mertiolato al 0.01% para evitar que se contamine.

En el transcurso de la preparacién pueden quedar
atrapadas burbujas de aire en la matriz del gel, dando lugar a
empaquetamiento y flujo desiguales. Para eliminar el aire se conectd
una bomba de vacio al matraz que contiene el gel y se mantuvo asi

hasta que dejaron de salir burbujas de aire.

8.2. Montaje y preparacion de la columna

Se ban empleado columnas de vidrio de Pharmacia Fine
Chemicals de 40x2.6 cm, para el caso de Sephacryl S$-200, y de
100x2.6 para el Sephadex G-200, con un tubo de teflén en cada
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extremo, el cual canaliza la entrada y salida de eluyente. la
preparaciéon de las columnas, asi como el proceso cromatografico

completo se llevaron a cabo en camara fria a 4°C.

Una vez fijado el émbolo inferior de la columna se
dispuso ésta verticalmente y se conecto su salida a una bomba
peristaltica (Peristaltic Pump P-1, Pharmacia Fine Chemicals) para
mantener constante el flujo. Se adicioné por el extremo superior
agua destilada previamente desgasada hasta llenar la tercera parte
del volumen de la columna, procurando que no quede atrapada ninguna
burbuja de aire en la placa porosa del embolo. La columna se dcejo
drenar a un flujo lento (0.2 ml. min~') y se fue afiadiendo entonces
la suspensién de gel, continuandose la adicion hasta conseguir la
altura deseada. Es muy importante evitar la penetracion o formacion
de burbujas de aire en el interior de la columpa, asi COmO procurar
un _ empaquetamiento de la misma totalmente homogeneo. Una vez
alcanzada la altura deseada, se dejo una pequefia capa de agua
destilada sobre la parte superior del gel, se cerro la salida
inferior y se termino el montaje introduciendo el embolo superior
hasta que la placa porosa del mismo contactase con la superficie del
gel. Conectada a este émbolo hay una valvula de tres vias. Una vez
comprobada la ausencia de burbujas a lo largo de los conductos de
entrada se sumergié uno de los extremos en el reservorio de tampon
utilizado como eluyente, mientras que el otro exiremo, que tambien
debe carecer de burbujas de aire, se empleo para introducir la

nuestra.

Para estabilizar la columna se hizo pasar, estando la
valvula de tres vias en la posicién correspondiente, 500 ml del
tampén usado como eluyente, en nuestro caso Tris-HC1 10 mM, pH 8,
previamente desgasado, a un flujo de 1 ml cada 5 min. De esta forma

la columna quedé estabilizada y podia recibir la muestira.
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Este proceso descrito es el seguido en el caso de
Sephadex, pero en el caso de la columna de Sephacryl el montaje es
mucho mas comodo debido a la rigidez del gel que permite, gracias al
uso de un reservorio en el extremo superior de la columna, una

compactacién mas mecanica y menos vigilada.

De esta manera, el gel suministrado se decantéo y se lavo
sucesivas veces usando el tampon de elucion. Posteriormente, tras
ser desgasado, se decanté de nuevo hasta formar una masa mas O
menus espesa que se vertio en la columna con el reservorio
incorporado, previamente llena en un décimo de su volumen con
tampon. Tras dejar reposar el gel cinco minutos se afiadic tampon con
cuidado de no remover el gel, se tapo el reservorio y se conecto a
la bomba peristaltica, pasando tampén a flujo directo de lml.min™'
en una cantidad doble al volumen de la columna. Transcurrido este
tiempo, se colocé el émbolo superior rozando la superficie del gel y
se pasaron otros dos volumenes de tampén a flujo inverso tambien de
1 mlmin~'. Una vez realizado esto la columna esta lista para ser

utilizada.

8.3. Aplicacion y elucién de la muestra

La muestra fue colocada en un pequefio reservorio de
muestras y mediante la valvula de tres vias,la bomba peristaltica y
al flujo antes indicado, se hizo pasar la cantidad deseada de
muestra, que normalmente fue de 8 ml en el caso de la columna de
Sephadex G-200 y de 3 ml para la columna de Sephacryl S-200.
Después se giré la valvula de tres vias y se comenzé la elucién de
la columna con el tampén correspondiente, recogiendo fracciones de

4 ml (Sephadex G-200) o 3 ml (Sephacryl S-200).
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8.4. Medida del contenido proteico de las fracciones

El contenido proteico de las Ifracciones se ceterminé
midiendo su absorcion a 280 nm en un espectrofotémetro Hitachi. En
algunos casos en gue se quiso determinar la concentracion de
proteinas de alguna de las fracciones se utilizo el metodo de

Bradford (1976).

Para conocer las fracciones en las que aparecian las
distintas actividades cesoxirribonucleasicas se le realizo un ensayo
de actividad a cada uno de los tubos recogidos en los que se habia

detectado absorbancia a 280 nm.
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9. PURIFICACIOF DE LOS ENZIMAS

9.1. Precipitacién con sulfato aménico

Se usaron alicuotas de diez mililitros de muesira y se
afiadic sulfato aménico en f{frio y lentamente hasta alcanzar
saturaciones de 40, 50, 60 y 70%. Se dejo media bora en agitacion y
otra media hora en reposo, y posteriormente se centrifugo a 4000xg
durante 20 minutos. Los sedimentos se resuspendieron en 5 ml y
tanto sobrenadantes como sedimentos se dejaron dializando durante
toda la npoche frente tampén Tris-HC1 10 mM pH 8 conteniendo

¥gClz 10 mAM. 4

9.2. FEleccién de los tampones utilizados para cromatografia de

intercambio iénico

Si el tampon elegido para la cromatografia contiene una
carga opuesta a la de los grupos funcionales del gel a wutilizar,
tomaran parte en el proceso de intercambio de iones y causaran
alteraciones locales en el pH. Es preferible, por tanto, utilizar
tampones caticnicos para 1los intercambiadores de aniones y

anionicos para los intercambiadores de catiomes.

De acuerdo con esto, se emplearon los tampones fosfato

sédico para el intercambiador de cationes Carboximetil-Sephadex
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C-25 (Pharmacia Fine Chemicals) y Tris-HCl para el intercambiador

de aniones Dietilaminoetil-Sephadex A-25 (Pharmacia Fine Chemicals)

9.3. Estimacion del punto isoveléctrico de las muestras

Para poder elegir el pH inicial idonec asi1 como el
gradiente necesario para la cromatografia de intercambio iénico, fue
necesario previamente determinar el punto isoelectirico de las

nucleasas.

Para ello, se colocé una serie de tubos con 0.1 g de
intercambiador de iones tanto aniénico como cationico. El gel se
equilibré en cada tubo hasta alcanzar un pH diferente, lavando diez
veces con diez mililitros del correspondiente tampon 0.5 M. Se
utilizée un rango de pH de 5 a 9 para el intercambiador de aniones y
de 4 a 8 para el intercambiador de cationes, con intervalos de media

unidad de pH entre cada tubo.

El gel se equilibré posteriormente con una fuerza ionica
menor (0.05 ¥) lavando cinco veces con 10 ml de tampon del mismo

pH pero menor fuerza ionica.

Tras retirar el tampén del ultimo lavado, se afiadio una
cantidad conocida y constante de muestra a cada tubo, se mezclo con
el gel durante 5-10 minutos y se dejo sedimentar el gel. Tras lograr
esto, se ensayé el sobrenadante. Si el sobrenadante mostraba
actividad indicaba que el enzima no habia quedado adherido al gel.
Si, por el contrario, no habia actividad indicaba cue el enzima se

habia adherido al gel.
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Paralelamente, se midié la proteina de cada sobrenadante
para llevar un control de la cantidad de proteina adherida al gel

asi como la actividad especifica que mostraba el sobrenadante.

9.4. Estimaciéon de la fuerza iénica oéptima para cromatografia de

intercambio iénico

De igual manera al caso anterior, se utilizaron tubos con
0.1 g de intercambiador de iones tanto catioénico como anionico. Se
equiiibraron con el correspondiente tampén 0.5 M al pH seleccionado
de forma que la sustancia quede retenida en el gel, lavando diez

veces con 10 ml de tampdn.

Posteriormente, el gel se equilibré en cada tubo hasta una
fuerza iénica diferente usando un rango desde 0.05 hasta 0.5 de NaCl,
lavando cinco veces con 10 ml de tampon y guardando intervalos de

0.05 M de NaCl.

Se afiadié muestra y se ensayo el sobrenadante como se ha

descrito previamente,

9.5. Cromatografia de intercambio iénico en gradiente de pH

Se realizo utilizando DEAE-Sephadex A-25 . El gel fue
hinchado con exceso de tampon Tris-HCl1 25 mM pH 9, conteniendo
¥gClz 10 mM, mediante bafio en agua hirviendo durante 1 hora. En
esias condiciones un gramo de gel proporciona unos 5 ml de volumen

de lecho.
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El gel se empaqueto en una columna de vidrio de 40xl cm
(Pharmacia Fine Chemicals) y fue lavado con el mismo tampon.
Posteriormente se aplicé la muestra y se hizo pasar, mediante un
mezclador de gradientes (Pharmacia Fine Chemicals) el tampon
anterior con un pH variable de 9@ a 7. El flujo aplicado fue de 1

ml.min~', obteniendose fracciones de 3 ml por tubo.

9.6. Cromatografia de intercambio iénico con elucion isocréatica

Se utilizé tanto con DEAE-Sephadex A-25 como con
C¥-Sephadex C-25 . Los geles se mantuvieron en agua hirviendo
durante 1 hora con un exceso de tampon Tris-HCl] 10 m¥ pH 7 con
MgClz 10 m¥ para el primero y tampon fosfato sodico 10 mM pH 7.3,

conteniendo MgClz.

Tras empaquetar los geles en columnas de 40x1 cm
(Pharmacia Fine Chemicals), se aplico la muestira y se eluyo con el
mismo tampon indicado a wun flujo de 1 mli.min™', recogiendo

fracciones de 3 ml por tubo.

9.7. Cromatografia de intercambio iénico en gradiente de fuerza

ionica

Se aplico a una columna de 40xl c¢m (Pharmacia Fine
Chemicals) empaquetada con gel CM-Sephadex C-25, hinchado como se
ha indicado previamente con tampon fosfato sédico 10 mX pH 7, con
MnCl= 10 mM. Tras aplicar la muestra se pasé un volumen de este
tampon y posteriormente se eluyo con el mismo tampén con una
concentracion de sales creciente de 0.05 a 0.25 M de NaCl mediante

el mezclador de gradientes.

Todas las columnas eran regeneradas mediante una solucion

2 ¥ de NaClz en agua destilada.

o
"~ %)



MATERIAL Y METODOS

10. TECRICAS DE ELECTROFORESIS

10.1. Electroforesis analitica en gel de poliacrilamida con SDS

A fin de comprobar la bhomogeneidad de cada una de las
fracciones obtenidas en cada etapa del proceso de purificacién asi
como la determinacion del peso molecular de los enzimas, se llevaron

a cabo diferentes elecirofcresis en geles de poliacrilamida con SDS.

Se utilizaron geles con un 5.6% de acrilamida y un 0.2% de
bisacrilamida en tampon NaHz=POsa-FazHPO. 0.1 M pH 7. Una vez
disueltos los componentes, la mezcla fue filtrada y posteriormente
desgasada al vacio durante 10 minutos. Después se afiadié, a partir
de una solucion madre, SDS hasta una concentracion final del 0.1%. La
gelificacion se realiizo utilizando como catalizadores
dimetilaminopropionitriio al 0.0025% y persulfato amonico reciente
al 0.02% e inmediatamente el gel fue vertido en tubos de Pyrex de
10x0.6 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 tampon de los electrodos

consistia en el tampéon base adicionado con SDS al 0.1%.

Las muesiras, con una concentracién aproximada de
0.3 mg.ml”' de proteina, se calentaron a 100°C durante 5 minutos en
la siguiente soluciéon: SDS 1%, B-mercaptoetanol 1%, NaHzPO.-NaH=POa.
0.01 ¥ pH 7. Tras este tratamiento, se adicioné a cada muestra azul
de bromofenol al 0.02% en glicerol 10%. El azul de bromofenol fue
utilizado como indicador del frente de la electroforesis. El volumen

de muestra aplicado a cada gel fue de 50 pl.
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Los geles fueron sometidos a wuna preelectroforesis
durante 30 minutos aplicando una corriente constante de 3 mA por
gel. Para el desarrollo de la electroforesis se aplico una corriente
constante 7 mA por gel durante 3-5 horas, hasta que el indicador del
frente alcanzé el extremo terminal del gel. La fijacion y tincion se
realizaron de forma simultanea por inmersion en metanol:acético:agua
(5:1:5) con azul Coomasie G-250 (0.025%) durante 5 horas. La
decoloracién se 1llevé a cabo mediante sucesivos lavados con

metanol:acetico:agua (5:7.5:87.5).

El analisis por densitometria de los geles fue realizado
en un Procesador de Imagenes IBAS 2000 Kontrorn con toma de imagen
por camara de video e impresion por Video HardCopy. El analisis
densitométrico se basa en un barrido de 500 puntos de la imagen
tomada en video. Este procesado fue llevado a cabo en el Servicio de
Analisis de Imagenes de los Servicios Técnicos de la Universidad de

Granada.

10.2. Electroforesis analitica en gel de poliacrilamida para 1Ila

deteccion de nucleasas

Esta electroforesis se basa en un metodo de tincion
negativa (Martin et al, 1986) en el que se tifie el ADN presente en
los geles excepto alli donde es degradado por la nucleasa, gquedando

una banda sin tefiir.

La electroforesis se realiza como en el caso anterior con
la salvedad de que ningun componente lleva SDS, las muestras no
hierven previamente y el desarrollo tiene lugar a 4°C. Tras la
electroforesis, los geles son sumergidos en tampon Tris-HC1 100 mM

pH 8, conteniendo MgCl= 100 mM, CaClz 100 mM con ADN a 600 ug.mli™’
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durante 30 miputos a 32°C. Transcurrido este tiempo se reemplaza la

solucion por tampon sin sustrato durante 1.5 h a 32°C.

La tincion se realiza con una solucién de acetato
sodico/acido acético 0.4 M y azul de metileno al 2% (p/v) durante 15
minutos. Los geles se destifien con agua durante, por lo mencs, una

noche.

10.3. Electrofaresis en gel de agarosa para ADN

Se realizo al 1% de agarosa, en tampén Tris-Borato-EDTA
(89 mM:89 m¥:2.5 m¥>). Tras fundirse durante 5 minutos en el

autoclave, se vertio sobre el molde y se dejé solidificar.

La muestra control consistié6 en 5 pl de pBR322
(500 ng/pl, Boehringer MXannheim) + 20 pl de tampén Tris-HCI 10 mM
con MgClz o MnCl: 10 mM segun la muestra a ensayar. El resto de las
muestras contenia 10 ul de la DNasa problema, 10 ul de tampon de

epsayo y 5 pl de ADN.

Las muestras se incubaron a las temperaturas éptimas de
las nucleasas. La reaccion se detuvo con 5 pl de SDS al 5% y 10 ul
de la solucién de carga, consistente en sacarosa al 40%, azul de
bromofenol al 0.25%, EDTA 1 mM y Tris-HC1 10 mM pH 8. Tras la

adicion, las muestras se colocaron inmediatamente en hielo.

Una vez colocado el gel en la cubeta de electroforesis, el
tampon debe quedar uncs 3 mm por encima del gel. Se colocaron las
muestras (5 ul de cada una en cada pocillo) y se sometieron a una

corriente de 100 voltios (voltaje constante).
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La tincion se realizé con una solucion de bromuro de
etidio en agua destilada a razon de 1 pg.ml™'. El gel se sumergio en
la solucion durante unos 15 minutos, preferiblemente en la oscuridad.
Posteriormente se observoe con un transiluminador Spectroline‘®°,
modelo TS-302, Ultravioleta 302 nm y fue fotografiado utilizando una

pelicula Kodak TRI-X Pan 400 ASA.
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11. ESTUDIOS DE CARACTERIZACION

11.1. Determinacién del tamafio molecular mediante Sephacryl S-200

Se utilize la columna de Sephacryl S-200 en Ilas
condiciones anteriormente indicadas. La calibracion de la columna
fué realizada calculando el volumen vacio (Vo), el volumen total (Vi)
y el volumen de elucion de cada muestra (Ve). Conocidos estos datos,
podemos determinar Kav, que reprensenta la fraccion del volumen
estacionario del gel disponible para la difusioén de una especie

molecular dada, mediante la expresion Kav = (Ve-Vo)/(Vi-Voo.

Los patrones de peso molecular utilizados fueron: albumina
de suero bovino (66 Kd), anhidrasa carbénica de eritrocito de
carnero (29 Kd) y citrocromo ¢ de corazén de caballo (12.4 Kd).
Estos patrones (procedentes de un kit de Sigma) se aplicaron a la

columna a una concentraciéon de 0.4 mg.ml™’.

11.2. Determinacién del tamafio molecular mediante electroforesis en

gel de poliacrilamida con SDS

Se utilizaron «como patrones proteinas de un kit
suministrado por Boebringer Mannheim para este fin, que contiene a=-
macroglobulina (340 Kd), fosforilasa b (97.4 Kd), glutamato
deshidrogenasa (55.4 Kd), lactato deshidrogenasa (365 Kd) e
inhibidor de tripsina (20.1 Kd>. Una vez realizada la electroforesis,
se determiné la movilidad relativa (Rf) de cada molécula mediante la
expresion

Rf = (Pd/Ld).(La/Fa)
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siendo Pd la distancia de migracion de la proteina, lLa la longitud
del gel antes de la tincion, Ld la lopgitud del gel despues de la
tincién, y Fa la distancia de migracién del frente antes de la

tincién.

Se representaron en abcisas las movilidades relativas y

en ordenadas los logaritmos de los pesos moleculares.

11.3. Estudio del efecto de inhibidores

El efectuo de los inhibidores se estudio afadiendo el

producto elegido, a la concentracion elegida, en el tampon de ensayo.

De esta forma se utilizaron carbodiimida (CYA, Sigma’) que
reacciona preferentemente con grupos carboxilos dando lugar a
grupos amida, a una concentracion de 100 mM; N-etilmaleimida (NEM,
Fluka) que reacciona con grupos sulfidrilos a una concentracion de
100 mM; y acido aurintricarboxilico (ATA, Sigma) que impide la union

de la proteina al acido nucleico, a una concentracion de 30 mM.
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12. ESTUDIOS DE CINETICA ENZINATICA

12.1. Respecto a la concentracién de sustrato

Los estudios de la cinética enzimatica con respecto a la
concentracien de sustrato, se estudiaron relacionando la velocidad
de la reaccion (considerada como pg de ADN degradados en una bora

de incubacion) con la concentracion de sustrato.

Para ello se incubé una muestra de enzima determinada y
constante, en sus condiciones optimas de ensayo y en presencia de
distintas concentraciones de ADN de salmén (100, 200, 300, 400, 500,
600, 700, 800, 900 y 1000 pg.ml™'). La concentracion de la muestra
fue elegida de forma que la actividad del enzima fuera optima vy
siempre actuara dentro de los niveles en que la Asoo es lineal con
respecto a la concentracién de ADN valorado. Para asegurar una mayor
exactitud, en cada ensayo se realizo paralelamente una recta patron

para la valoracién del ADN mediante el método de la difenilamina.

Una vez obtenidos los valores necesarios se representé la
velocidad de la reaccién en ordenadas y la concentracion de sustrato
en abcisas. Para una velocidad inicial igual a la mitad de la
velocidad maxima, a partir de la ecuacién

Vo = Vmax [S)/&Km + [SD

se obtiene que Km = [S].
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12.2. Respecto al tiempo

Los estudios cinéticos

con
realizaron incubando muestra optima

respecto al tiempo se
conocida y constante de cada
cleasa durante diferentes periodos de tiempo (0, 2, 5, 10, 30, 45 y
60 minutos) con los controles necesarics

Para evitar en lo posible un periodo de adaptacién o
retraso se realizo un precalentamiento cel enzima y del sustrato

la temperatura optiwa de ensayo.

a

osteriormente, la actividad s= represento en ordenadas
irente a los tiempos de incubacion en abcisas.

[
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13. ESTURPIOS DE LOCALIZACIO6R DE LAS NUCLEASAS

13.1. Aislamiento de las fracciomnes celulares

Para poder realizar este estudio, se pusc previamente a
punto la tecnica para la separacion de membranas descrita por

para M. xanthus (Orndorff y Dworkin, 1980).

De esta manera, 500 ml de cultivo en fase exponencial de
M, coralloides D se vertieron sobre tubos de centrifuga con un
tercio de volumen de hielo picado, y se centrifugaron a 12000xg
durante 10 minutos. El sedimento se resuspendio y se lavo con igual

volumen de agua destilada helada.

Tras volver a centrifugar, el sedimento se resuspendio
basta alcanzar una concentracién de 5x10¥ células.ml™' en
Tris-acetato 10 mM pH 7.8 con sacarosa 0.75 M. Se le afiadié lisozima
de huevo a una concentraciéon de 300 pg.ml~' y EDTA 100 mM a pH 7.8
hasta una concentracién final de 0.5 mM, y se incubé sobre hielo

durante 12-15 horas en agitacioén.

Transcurrido este tiempo, se centrifugé a 27000xg durante
15 minutos. El sedimento se resuspendié suavemente por pipeteo en
igual volumen de agua destilada helada y se incub6é sobre hielo 30

minutos. En esta operacion se obtieme el 99% de esferoplastos.
Los esferoplastos se recogieron centrifugando a 12000xg

durante 10 minutos. El sobrenadante corresponde al contenido del

espacio periplasmico.
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Posteriormente, el sedimento se resuspendio en dos
volumenes de una solucién fria de EDTA 5 mM pH 7.8. Se agito sobre
hielo durante 1 hora hasta que se observo al microscopio la rotura

de la practica totalidad de los esferoplastos.

Una vez conseguido esto se centrifugoe a bajas revoluciones
para retirar las celulas no rotas. El sobrenadante se volvio a
centrifugar a 166000xg durante dos horas. El sobrenadante de esta
Gltima centrifugacion corresponde al protoplasma, mieniras que el
sedimento corresponde a la fraccion de membrana total. Este
sedimento se resuspendio suavemente en 1-2 ml de sacarosa al 25% en
EDTA 5 mM (pH 7.8) utilizando una jeringa para lograr una mejor

homogeneizacién.

Tras medir la proteina, mediante el método de Bradford
(1976), la fraccién se diluyo hasta 1 mg.ml™' de proteina y se
aplicc a un gradiente de densidad de sacarosa de densidad
isopicnica. Este gradiente se realizé en un rotor Beckman S5V41 a
98000xg durante 16 horas. Los tubos, de 12 ml, se llenaron con 2 ml
de cada suspension de sacarosa, utilizandose las concentraciones de
70%, 60%, 50%, 40% y 30%. Scobre ellos se aplice 1 ml de fraccion de

membrana.

Una vez realizada la centrifugacién, el gradiente fue
fraccionado pinchando el fondo del tubo y recogiendo 10 gotas por
tubo. Dichas fracciones se diluyeron hasta alcanzar 1 ml de volumen

y se midié la densidad optica a 280 nm.
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13.2. Caracterizacién bioquimica de las membranas

Ensayo de las actividades ligadas a la membrana citoplasmatica.

Las actividades valoradas fueron NADH deshidrogenasa,
D-glucosa deshidrogenasa y etanol deshidrogenasa. El metodo de
valoracién fue idéntico en los tres casos, variando tan solo el
sustrato de la reaccién, que fue respectivamente: NADH 0.3 nN,

D-glucosa 100 mM y etanol 100 mM.

En un volumen total de 3 ml, se dispuso de 0.9 ml de
tampon fosfato potasico 0.1 ¥ pH 6.5, 0.1 ml de azida sodica
240 mM; 0.1 ml de diclorofenolindofenol 3 mK, 0.1 ml de sustrato;
muestra a ensayar, en un volumen que contuviera 50 ¢ 100 ug de

proteina, y agua destilada hasta completar los 3 ml.

Toda la solucién, antes de adicionar la muestra a ensayar,
se preincubé a 25°C. Una vez a esta temperatura, se afiadio la
muestra, se agite y se midic la disminucion de la absorbancia a

600 nm en un minuto.

¥edida de la cantidad de lipopolisacéaridos.

A una cantidad de muestra conteniendo de 0.2 a 2 mg de
proteina se le afadieron 5 ml de acido tricloroacetico frio hasta
alcanzar una concentracién final del 10%. Tras incubar unos minutos

en hielo se centrifugé a 22000xg durante 10 minutos a 4°C.
El precipitado se resuspendic en 0.70 ml de acido

sulfarico 0.018 N y se hirvio durante 20 minutos. En esta operacion

se produce la liberacién del KDO. De aqui se tomaron 0.20 ml y tras
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afiadir 0.25 ml de HIGC. 0.025 ¥ en zcido sulfurico 0.125 N, se incubo

20 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente se afadio 0.5 ml de arseniato sédico al 2%
en HCl1 0.5 N, se agito y se dejc reposar 2 minutos tras lo cual se
afiadieron 2 ml de acido tiobarbditurico al 0.3% a pH 2. Se agito y se
hirvie durante 10 minutos. Iras erniriar, se midio la absorbancia a

548 nm.

13.3. Microscopia electronica

La preparacion de! material necesario asi como el
procesamiento de las muestras [ara ser examinadas al microscopio
electronico, se llevaron a cabo ciguiendo técnicas generales de
tincioén negativa.

Para la preparacioén de. soporte se ban utilizado rejillas

de cobre de 300-400 mallas, que =ran guardadas en una campana de

desecacion.

Para la pelicula pla=tica se ba utilizado el Formvar
(polivinil-formol), disueito a: 0.3% en cloroformo para
espectroscopia (Merck). La soluclion se guardo tambien en una campana

de desecacién hasta el momento ce ser utilizada.

(

El procedimiento segu:dc para colocar la pelicula plastica

sobre las rejillas fue el siguienze:

Se toma un portaobietos perfectamente limpio y seco y se
sumerge en la solucién de Formvar, retirandolo inmediatamente y
dejandolo escurrir y secar score la solucion, en posicion vertical;
de esta furma se evita que curante el secado absorba humedad y se

formen agujeros en la pelicula.
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Seguidamente se cortan los bordes de la pelicula, raspando
lce bordes del portaobjetos con una cuchilla. Esta operacién debe
realizarse lo mas cuidadosamente posible para evitar que la pelicula

se ensucie con particulas de vidrio.

A continuacién se pasa a desprender la pelicula del
portaobjetos, haciéndola flotar sobre agua destilada. Para ello, se
introduce el portacbjetos por su borde de menor longitud, muy
lentamente, en el agua vigilando si 1la pelicula se desprende

uniformemente.

Una vez que se tiene la pelicula flotando sobre el agua,
se disponen las rejillas sobre ella, mas o menos ordenadamente y con
la superficie mate en contacto con la pelicula. Finalmente, para
extraer la pelicula con las rejillas adheridas, se deposita un trozo

de papel de filtro sobre la citada pelicula, dejandolo estar hasta

1]

que el agua lo empapa totalmente, y en este momento se saca,
depositandolo en una placa de Petri que se deja secar a temperatura

ambiente.

La tincién se preparé con acido fosfotingstico (PTA)
preparado en agua destilada al 2%, ajustando el pH con una solucién
de KOH al 20% entre 65 y 8. Las soluciones de PTK pueden
enturbiarse, bien durante su preparacién bien con el tramscurso del
tiempo por lo que es conveniente utilizarlas inmediatamente después
de ser preparadas o bien filtrarlas a través de una membrana de
¥illipore de 0.2 micras, lo que permite su observaciéon durante

bastante tiempo.
Posteriormente se depositaron gotas de las suspensiones

sobre las rejillas, dejandolas durante dos minutos y retirando a

continuacién el exceso de liquido con un papel de filtro. De esta
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forma queda sobre la rejilla una fina pelicula de la suspension gue

se deja secar al aire, protegida del polvo.

La tincién se realizé de la misma forma que el montaje de
la muestra, es decir, se coloca una gota de la solucién empleada que
se retira con ayuda de un papel de filtro, colocando a continuacion
una nueva gota que se retira del mismo modo y, por ultimo, se coloca
una tercera gota de la que solo se retira el exceso, dejando una

capa fina de liquido que se deja secar al aire.

Todas las observaciones se realizaron en un microscopio
electronico de transmisién EM-902 Zeiss, con un voltaje ae
aceleracién de 80 Kv, en la seccion de Microscopia Electronica de

los Servicios Técnicos de la Universidad de Granada.
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14. ESTUDIOS DE LA ACTIVIDAD DESOXIRRIBONUCLEASA DURARTE EL
CRECIMIENTO

14.1. Induccion de mixésporas mediante glicerol

A 500 ml de células en fase exponencial se afiadio
glicerol esteril hasta una concentracion final de 0.5 M. Las

mixosporas estaban totalmente formadas al cabo de 48 horas.

14 2. Formacion de cverpos fructificantes

Cultivos a mitad de la fase exponencial se concentraron
100 veces en condiciones esteriles. Las células de esta suspensién
eran transieridas mediante gotas de 50 pl a placas de agar levadura
y CTA. Los cuerpos fructificantes aparecieron en el agar levadura al

cabo de 8-10 dias.

14 3. Rotura y permeabilizacién de las células

La rotura de las células se llevd a cabo utilizando una
prensa francesa, forzando el paso de la muestra a través de un
orificio de 1000 pym* a una presion de 7000 Kg.cm™' y manteniendo un

flujo de 20-25 ml.min™'.

En el caso de la permeabilizacién, las células fueron
resuspendidas en tampon Tris-HC1 10 m¥ pH 7, conteniendo MgCl:-
10 mM. La suspensién (3 ml) fue tratada con tolueno (Merck) al 10%
durante 15 minutos en agitacion a 28°C. Tras un lavado en el tampon

de incubacion del ensayo enzimatico, la suspensiéon permeabilizada
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fue usada inmediadtamente en la prueba o conservadas en el mismo
tampén a 4°C (durante no mas de 24 horas). El volumen se mantuvo
constante en 3 ml. Se tomaron 0.5 ml para el ensayo de la actividad

DNasa, que se llevo a cabo como era usual.
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ESTUDIO COMPARATIVO EN DIFERENTES MIXOBACTERIAS

Como paso previo y complementario al estudio propiamente
dicho de las nucleasas de XMyxococcus coralloides, se realizé una
busqueda de actividades desoxirribonucleasicas en diferentes
mixobacterias relacionadas con este microorganismo. Aunque se
disponia de algunos resultados previos, en este caso se trataba de
comprobar, mas que la actividad existente en los extractos brutos,
el nGmero de fracciones activas que aparecian tras cromatografia en
columna asi como su posicion en el perfil de elucion. Este estudio
nos permitiria tener una idea de la especificidad o generalidad de

cada una de las DNasas de M. coralloides D.

Para ello se escogieron cinco razas mixobacterianas:
Myxococcus  xanthus DK101, Corallococcus coralloides Cccédl0,
Myxococcus fulvus Mxf2, Myxococcus stipitatus Mxs2 y Stigmatella

aurantiaca Sgal.

En todos los casos, el método de extraccion fue el
comUnmente utilizado para M. coralloides D (Figura 1). Siempre se
partié de 500 ml de cultivo de 48 h. Las células eran centrifugadas,
resuspendidas en 5 ml de tampon Tris-HCl 10 mM pH 8 con MgCl=
10 m¥ y rotas en un sonicador Branson E£onic B-12 durante 10
minutos a 50 vatios. Posteriormente se centrifugaron a 40000xg
durante 20 minutos para retirar restos celulares. El extracto libre

de células se aplicé a una columna de Sephacryl S-200, recogiendo
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fracciones de 3 ml cada una a un flujo de 1 ml.min™'. A cada
fraccion se le midié la absorbancia a 280 nm y se valoro la
actividad DNasa por el método de la difenilamina expuesto en el
capitulo anterior, incubando una hora a 37°C y usando ¥gClz 10 mM

como cofactor.

Las cinco mixobacterias estudiadas mostraron una alta
actividad DNasa en los extractos libres de células, mientras que la
actividad era nula en los sobrenadantes de cultivo. Los resultados
aparecen expuestos en la Tabla 1, expresados como unidades por
miligramo de proteina. Los valores mas altos se enconiraron én X
xanthus DK 101 y C. coralloides Ccc410, mientras que Stigmatella

aurantiaca Sgal, muestra el nivel més bajo de actividad.

Tabla 1. Actividad DNasa en extractos sonicados libres de celulas

de diferentes mixobacterias

Microorganismo Actividad
S. aurantiaca Sgal 38.64
M. fulvus Mxf2 48.72
C. corallodes Cccl40 118.08
M. xanthus DK101 118.95
M. stipitatus Mxs2 83.02
M. corallodes D 264.90

Cuando los extractos crudos de estas cinco mixobacterias

se sometieron a cromatografia a traves de columnas de Sephacryl
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S-200, la actividad DNasa no fue fraccionada en mas de un pico
(Figuras 2 a 6). Dicha actividad aparecia siempre en el frente de
elucion, de forma similar a lo que ocurre con Jla DNasa G de

Myxococcus coralloides D segin veremos mas adelante (Figura 8).
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Cultivo de mixobacteria

Sobrenadante

Células
Resuspendidas en tampon Tris-HCl 10 mM, pH &

con MgCl: 10 mM

v

Sonicacion

v

Centrifugacion durante 20 minutos

/

Kestos celulares

v

Extracto libre de células

Figura 1. Esquema del proceso seguido en la extraccion de DNasas de

mixobacterias.
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Figura 5.
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Fraccionamiento del extracto libre de células de
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PURIFICACI6N DE LAS DESOXIRRIBONUCLEASAS

Cromatografia en columna

El paso previo inicial necesaric para poder separar las
actividades DNasas de N. coralloides D tpreseptes en el extracto
libre de células es el paso por cromatograiia en columna. A partir
de agqui, la actividad inicial eluye en 1ires fracciones mencres
perfectamente delimitadas que permiten su estudio especifico e

individual.

Para ello se han utilizado dos tipos de geles, cada uno
~on ventajas e inconvenientes propios. El primero fue Sephadex G-z200
gque permite una perfecta y completa separacion de los enzimas
gracias a su lento flujo de elucion (5 m_..h ') y amplio rango de
separacion. Este gel fue utilizado predominantemente en los estudios

de purificacigon (Fig. 7).

Por otra parte, cuando era npecesario obtener muesira
fresca con alto nivel de actividad y de forma rapida, se ha usado
Sephacryl S-200 que aporta un ventajoso flujo de elucion (1
ml.min~'), aunque las muestras presentadban un mayor nivel de

proteinas contaminantes (Fig. &)

Tanto en uno como en otro aparecen claramente
diferenciadas tres fracciones activas gque, por orden de eluciocn

recibvieron los nombres de DNasa G, DFasa ¥ y DNasa P.
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Fraccionamiento del extracto 1libre de células de
Myxococcus coralloides D a través de Sephacryl S5-200.

--- Absorbancia a 280 nm. — Actividad DNasa de estas

fracciones.
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Purificacién de la DNasa P

Debido a su mayor actividad, el proceso de purificacion se
comenzo con este enzima (Fig. 9). El primer paso a seguir fue la
precipitacion con sulfato amoénico a diferentes concentraciones,
meciante el procedimiento detallado en el capitulo anterior. De
ecpecial importancia era una buena dialisis, tanto en el caso de

ecta nucleasa como en la de mediano tamafio, dada la fuerte

censibilidad a la fuerza iénica que presentan. El mayor nivel de
actividad con respecto a la menor cantidad de proteina se obtuvo en
el sobrenadante tras precipitar al 70% de saturacion, aumentandose
la actividad especifica del enzima en tres veces con respecto a la
actividad obtenida tras cromatografia en columna, que a su vez

aparecia 30 veces purificada con respecto al extracto bruto.

Con la muestra obtenida tras dializar el sulfato amonico
se estudiaron las condiciones optimas de desarrollo de una

cromatografia en intercambio ionico.

Tras el estudio del punto isoeléctrico, que mostro estar
entre 7.5 'y 8, se decidie wutilizar una cromatografia en
DEAE-Sephadex A-25, introduciendo la muestra en la columna con un
pH de 9 y eluyendo posteriormente con un gradiente de pH entre 9 y
7 mediante Tris-HC1 25 mM MgClz 10 mM. La elucién con un gradiente
de fuerza iénica quedaba descartada debido a la razéon aducida

anteriormente: la poca estabilidad del enzima frente a este factor.

Consecuentemente, la muestra se cromatografio de 1la
manera expuesta con un flujo de 1 ml.min™', recogiendo fracciones de
5 ml por tubo. La nucleasa quedaba adsorbida al gel eluyendo a un pH
ligeramente superior a 7.5, tal como se esperaba. Sin embargo su

actividad quedaba netamente disminuida, seguramente debido a 1la
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necesidad de usar una fuerza iénica ligeramente mas elevada de lo

normal con objeto de conseguir el cambio de pH del gel.

Para evitar esto y obtener la mayor actividad posible se
decidioé invertir la experiencia y aplicar la muestra al gel
CH-Sephadex C-25 de forma que la mayor cantidad de proteinas
quedara adherida al gel mientras que nuestra proteina eluyera

directamente en el frente de elucion.

Para ello se volvierun a hacer pruebas con este gel para
encontrar el pH optimo en el cual quedaran adheridas el mayor
numero posible de proteinas contaminantes. Tras estos estudios, se
decidié eluir la columna con tampén fosfato sedico 10 m¥ a un pH de

7.3.

El resultado de esta elucion isocratica fue aon mas
positivo de lo que se esperaba ya que debido a su pequefio tamafio
molecular, el enzima no eluia directamente en el frente sino que
guedaba ligeramente retardado, separandose de la mayor parte del
resto de proteinas eluyentes (Fig. 10). BSe obtuvo 400 veces

purificado con respecto al extracto bruto.

Como criterio de pureza, las muestiras obtenidas en cada
paso se aplicaron a una electroforesis en gel de poliacrilamida con
SDS. En la Figura 11 se muestran los densilogramas correspondientes
al extracto bruto, a la muestra obtenida tras Sephadex G-200 asi

como tras intercambio iénico.
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Sephadex G-200

|

Precipitacion con (NHa)=30a. al 70%
Centrifugacion a 4000xg
Precipitado Sobrenadante

DiAdlisis durante toda la noche

|

CM-Sephadex C-25

Tampéon fosfato sodico 10 mM pH 7.3
con MgClz= 10 mN

Figura 9. Proceso de purificacion de la desoxirribonucleasa P
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Figura 10. Cromatografia de la DNasa P a traves de CM-Sephadex
C-25.
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Purificacién de la DNasa K

Como en el caso anterior, con esta desoxirribonucleasa se
presentaba la dificultad de su inestabilidad frente a la fuerza
iénica. El proceso seguido para su purificacion fue similar al

realizado con la nucleasa P y esta representado en la Figura 12.

La precipitaciéon con sulfato amonico resulto éptima al 60%
de saturacién, quedando la actividad en el sobrenadante. Tras
di4lisis y por la razén explicada anteriormente, se opto de nuevo
por una elucién isocratica. Tras las pruebas pertinentes y debido a
que la «carga neta de esta proteina resulto ser positiva,
contrariamente a lo que ocurre con la nucleasa P, se decidio aplicar
la muestra a una columna de DEAE-Sephadex A-25 y eluir con tampon

Tris-HCl 25 mM pH 7 con ¥nCl: (Figura 13).

Esta nucleasa solo se ha obtenido algo mas de unas 50
veces purificada. Sin embargo., al ser sometidas las muestras
procedentes de los diferentes pasos de purificacion a una
electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS, la muestra obtenida
tras cromatografia en intercambio ionico mostrd una sola banda, por

lo que no se sigué trabajando en este sentido.

En la Figura 14 se  muestran los densitogramas
correspondientes al extracto bruto, tras Sephadex G-200 y tras DEAE

A-25.
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Sephadex G-200

|

Precipitacion con (NHa)=S0a. al 60%

|

Centrifugaciéon a 4000xg
Precipitado Sobrenadante

DiAdlisis durante toda la noche

|

DEAE-Sephadex A-25

Tampén Tris-HC1l 10 mM pH 7
con MnClz= 10 mM

Figura 12. Proceso de purificacién de la desoxirribonucleasa ¥
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Figura 13. Cromatograiia de la nucleasa M a través de DEAE-

Sephadex A-Z25
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Purificacién de 1a DNasa G

Finalmente, la ultima nucleasa cuya purificacién se abordo
fue la de mayor tamafio. Los pasos seguidos estan representados en

la Figura 15.

Los estudios previos realizados precipitando con su.iato
aménico indicaron que la saturacion al 50% daba los meicres

resultados.

Tras dialisis de 1la muestra se llevaron a cabo los
analisis en gel necesarius para determipar las condiciones a e.legir
en la cromatografia en intercambio iopnico. Estas pruebas mostraron
que el enzima se mantepia unido al gel CM-Sephadex C-25 hasta un pH
de 8 inclusive, mientras que a pH superiores no se adheria. Sin
embargo debido a la mayor estabilidad de este enzima con respectio a
la  fuerza  ionica, se decidio intentar la elucion de la
desoxirribonucleasa mediante un gradiente de NaCl, dado que este
gradiente es mucho mas lineal y repetitivo que el conseguidc en
cualquier caso mediante variacion del pH. De esta manera se
realizaron las pruebas correspondientes y se decidio que el rango
0.05-0.25 ¥ era el optimo a realizar. De esta manera, la muesira se

aplicé a una columna de intercambio iénico CM-Sephadex C-25.

Al realizar el gradiente de NaCl indicado en tampon
fosfato soédico 10 mN pH 7 con MnClz, el enzima eluydo a una
molaridad de alrededor de 0.13 M, obteniéndose unas 130 veces

purificado con respecto al extracto bruto (Figura 16).

Como en los casos anteriores, se ha realizado una
electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS. En la figura 17 se

muestran los densitogramas realizados a los geles correspondientes a

~3
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extracto Dbruto, muestra eluida tras Sephadex G-200 y tras

intercambic ioénico.

Tabla resumen de los niveles de purificacién obtenidos

Como resumen a este apartado de resultados dedicados a la
purificacion de estos tres enzimas, en la Tabla 2 se presenta un
cuadro de los niveles de purificacion obtenidos en cada uno de los

pasos realizados y para cada una de las tres desoxirribonucleasas.

Se puede observar que la nucleasa que multiplica en mayor
grado su actividad especifica es la de menor tamafio, alcanzando un
nivel de purificacién de 400 veces con respecto al extracto bruto.
La DNasa ¥, por el contrario, es la que multiplica su actividad un

numero de veces menor (50).

Sin embargo, en los tres casos, como se ha expuesto con
anterioridad, independientemente de los niveles de actividad
especifica alcanzados, se bha obtenido una sola banda tras
electroforesis en gel de poliacrilamida, indicando un alto nivel de

pureza.
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Figura 15.

Sephadex G-200
Precipitacién con (NHa):=50a al 50%

Centrifugacion a 4000xg

/

Precipitado Sobrenadante
Dialisis durante toda ia noche
CM-Sepbadex C-25
Gradiente de KaCl 0.05-0.25 X en

tanpon fosfato sédico 10 n¥ pH 7
con MnCl: 10 mM

Proceso de purificacion de la desoxirribonucleasa G
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Figura 16. Cromatografia de la DNasa G a través de CN-Sephadex
C-25.
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Figura 17.

"
n

\
Y .
oy - ad A "' = 'l Y
ats ] ! ' H
) ' ’ 1 ' !
. 4 IS ,
' o - - ' ‘
4 : ‘
S 1 2
1 n ] 1"
RN i i
- -| ) il
Vo -
{9 Nk e iod L
HEAR TR
_-‘-r,_\
| s g
Y -
< T A o s [ -
Y RN S T
£g
= : . }
; 14 88 Taa e LA
i
P
o
i i -
1 - Vi X ‘r,' L f_- -
':‘\.,“, S s S AR
- ——— ] ™
fag 2oy & i 2
Densitogramas realizados a los geles de

poliacrilamida, tras electroforesis, correspondientes
a: (A) Extracto libre de células, (B) Fracciones
correspondientes a la actividad DNasa G tras
Sephadex G-200, (C) Fraccicnes con actividad DNasa G

tras cromatografia de intercambio iénico.



RESULTADOS

Tabla 2. Resumen de los niveles de purificacién obtenidos. Los
resultados estan expresados como el numero de veces que

se multiplica la actividad especifica con respecto al

extracto libre de células.

Extracto libre

de células 1 i 1
Sepbadex G-200 3 10 30
Sulfato aménico 10 12 90
Intercambio

iénico 150 50 400
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ESTUDIOS DE CARACTERIZACION

Determinacién del tamafio molecular

a4) Determipacion del tamafic molecular mediante cromatografia en

Sephacryl S-200

Aunque la separacion de las macromoléculas a traves de la
cromatografia de exclusion molecular se realiza en funcion de su
tamafio en condicicnes nativas, mas que de su peso molecular, para un
primer acercamiento a este en estos tres enzimas se utilizo la
elucion a través de una cromatografia en columna de Sephacryl S-200.
La calibracién de la columna se realizé utilizando proteinas de peso
molecular diferente y conocido, de la forma indicada en el capitulo

de Xaterial y Métodos.

En la Figura 18 se representa la recta que relaciona los
Kav de elucién con un determinado peso molecular. Mediante esta
recta, por extrapolacicn, se abtuvo un peso molecular de alrededor de
31000 daltons para la DNasa P y de 44000 para la DFasa M, indicados

mediante una flecha en la figura.

En el caso de la DNasa de mayor tamaiio y dado que
aparece en el frente de la elucion proteica, solo se pudo afirmar que
su peso molecular excedia el rango de separacion presentado por la
columna de Sephacryl S-200 que va desde 5000 a 250000 daltons. Dado
que también eluye en los primeros tubos tras cromatografia en
Sephadex G-200, cuyo rango de separacion es mayor (hasta 600000
daltons), se pudo afirmar gque, aparentemente O al menos en
condiciones nativas, el peso molecular de la DNasa G excede a los

600000 daltons.
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Figura 18.

Kav

Determinacion del tamafio molecular de las nucleasas
de MNyxococcus corallpides D mediante filtracién en
Sephacryl S-200. Los patrones utilizados fueron:
albimina bovina sérica (66 Kd), anhidrasa carbénica
de eritrocito de carnero (29 Kd) y citocromo c de
corazon de caballo (12.4 Kd). Las flechas indican la
posicion de la DNasa M (mayor tamafio) y la DNasa P

(tamafio menor).
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b) Determinacion del tamafio molecular mediante electroforesis en

gel de poliacrilamida con SDS

Un segundo paso mas definitivo en el conocimiento del
pesc molecular de estos tres enzimas fue mediante electroforesis en
gel de poliacrilamida en condiciones despaturalizantes con SDS. Dado
que se bhabia obtenido una sola banda tras cromatografia de la
puestra obtenida a través de intercambio ionico, pudo aplicarse una
recta patron cbtenida como se explica en el capitulo anterior y que
relaciona la movilidad relativa de cada proteina (Rf) con su peso

moiecular.

Para ello se utilizo el kit de proteinas que dio lugar a
la recta representada en la Figura 19. las nucleasas X vy P
mostraron un peso molecular similar al obtenido mediante
cromatografia en Sephacryl $-200 (39000 daltons para la nucleasa P
y 49000 para la nucleasa M). Sin embargo, la DRasa G, con un peso
molecular de 44000, se aleja bastante del presumido al eluir en el
frente protéico de la columna de Sephacryl S5-200 (200000 y aun
mucho mas de aguél obtenido mediante la elucion en Sephadex G-200

(600000).
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Figura 19.

0.5 1

Determinacién del tamafio molecular de las DNasas de
X. coralloides D mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida con SDS. Los patrones utilizados
fueron az-macroglobulina (340 Kd), fosforilasa b
(97.4 Kd), glutamato deshidrogenasa (55.4 Kd.
lactato deshidrogenasa (36.5 Kd) e inhibidor de
tripsina (20.1 Kd). Las flechas indican la posicion

de las DNasas G, X y P.
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Electroforesis en condiciones pativas

Una vez obtenidos los pesos moleculares de las tres
nuc.sasas, se decidic someter muestra procedente de un extracto

liore de celulas a una electroforesis en condiciones no

deszaturalizantes para comprobar si aparecian una O varias bandas

de degradacion de ADN.

Cuando esta electroforesis se .levo a cabo, el resultado
ve cue el ADN presente en el gel solo era degradado en un punto. En
iz Tigura 20 se encuentra el gel en concreto junto a otro al que se
le aplicaron los mismos patrones que Jfueron utilizados en la

elaciroforesis con SDS, que en este caso no suirieron ningun proceso

Q.

esnaturalizante., Como se observa, aunque las proteinas, en estas
condiciones no guardan linealidad con respecto a su peso molecular,

deducir que la banda de actividad nucleasa corresponde

f

n

b
j
3
>

T

con mucha seguridad a un peso molecular bajo, mucho mas acorde a
lo= 40000 daltons obtenidos en la electroforesis con SDS, que a los

600000 daltons presumidos tras la elucion en Sephadex G-200.
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Figura 20. Degradacion del ADN por las DNasas de N. coralloides
D en gel de poliacrilamida tras electroforesis en

condiciones no desnaturalizantes.
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Efecto del PESF sobre la actividad desoxirribonucleasica

Antes de abordar el estudio de inhibidores enzimaticos
especificos, se quiso determinar la importancia real de las
proteasas normalmente presentes en mixcbacterias y su efecto sobre
las nucleasas de XN. coralloides D en el proceso de extraccion, es
decir, conocer el grado en que la accion de las proteasas celulares
disminuia dicha actividad ©por degradacién de las protemnas

responsables.

Para ello se utilize un inhibidor de proteasas, el
compuesto fenilmetilsulfonilfluoruro (PXSF, Sigma USA), que se afiadio
al extracto bruto a concentracion final de 10 mM antes de proceder

a la sonicacion.

El resultado fue un aumento de la actividad nucleasica
como se muestra en la Figura 21 y en la Tabla 3. En la primera se
encuentra superpuesta la actividad DNasa de dos eluciones tras
cromatografia en Sephadex G-200; con P¥SF y sin el. En la Tabla 3, a
modo de comparacion a nivel de actividad especifica, se expresan
los resultados correspondientes a la actividad DNasa y concentracion

de proteinas en ambos casos.
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Figura 21. Actividad nucleasa en las diferentes fracciones tras
cromatografia en Sephadex G-200 sin PXSF (wse) y
» con PMSF (ummw.
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Tabla 3. Efecto del PMSF sobre las DNasas de M. coralloides D.
DNasa G M P

a)> Con PNSF

Actividad (U.ml™ %) 375.25 1284.48 1934.69
Proteina (pg.ml™ ') 763.79 261.39 228.08

b) Sin PMSF

Actividad (U.ml™ ") 261.690 796. 29 1581.53
Proteina (pg.ml™') 506.29 335.22 200.17
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Efecto de diferentes inhibidores enzimaticos

Como otra parte de la caracterizacion de estos enzimas se
abordo el estudio de diferentes sustancias conocidas como
inhibidores de grupos especificos del centro activo comunes a

NUMer 0Sas nucleasas.

De entre los mas significativos a utilizar tuvieron que
suprimirse aquellos que interferian con el método de valoracion
utilizado usualimente. Por ejemplo, el caso mas llamativo fue el del
glutaraldehido, inbibidor de los residuos de lisina, que formaba un

complejo l=choso con la muestra, imposible de someter a valoracion.

Del resto se seleccionaron la carbodiimida (CYA) como
inbibidor de los grupos carboxilos, que se utilizo a wuna
concentracion de 100 mM; la N-etilmaleimida (NEM) como inhibidor de
los grupos sulfidrilos, a una concentracion de 100 mM y el acido
aurintricarboxilico (ATA), inhibidor cominmente wutilizado para

nucleasas, que se afladio a una concentracion de 30 mM.

£l resultado obtenido fue muy similar en las tres
nucleasas. La N-etilmaleimida no ejercié efecto alguno en ninguno de
los tres casos (Figuras 22, 23 y 24) que mostraron la misma

actividad que las muestras sin inhibidor.

Por el contrario, la carbodiimida si actué sobre las
nucleasas y de forma ligeramente diferente. Asi, la DNasa G presentoé
una inbibicién del 10% <(Figura 25), la nucleasa M, alrededor de un
30% (Figura 26) y la nucleasa P alrededor de un 20% (Figura 27).

La accién inhibitoria més drastica fue realizada por el
ATA que inhibié totalmente la actividad de las tres DNasas (Figuras

28, 29 y 30).
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'

En todos los casos se realizaron diversos coniroles, como
se indica en las figuras correspondientes, para asegurar que el
efecto obtenido era debido realmente al inhibidor y no a cualquier
reaccién secundaria de éste al aplicar el método de valoracion;
asimismo se pretendia asegurar que ninguna actividad residual de la

muestra o de otra interferencia pudiera enmascarar dicho efecto.

748



RESULTADOS

14

# &
/ %
U
/% e
ZERZ
/ 7

0.54 % %
/ /
/ /
/ /
/ /
/ /
/ /
v i
/ /
/ /
U
/ /
f %
7%
% %
ZIR7Z 77 W7
i 2 3 4 5

nucleasa G, siendo: (1) G + tampén + ADN; (2) G +
NEM + ADN; (3) tampoén + NEM + ADN; (4) G + NEM +

tampon; (5) G + tampon + tampon.
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Figura 23. Efecto ejercido por la N-etilmaleimida sobre Ila

nucleasa M, siendo: (1) M + tampén + ADN; (2) X +
REM + AD§; (3) tamp6n + NEM + ADN; (4) ¥ + NEX +

tampén; (5) ¥ + tampon + tampén.

150



RESULTADOS

Y
Y

A 7 A
3. 4 S

Figura 24. Efecto ejercido por la FN-etilmaleimida sobre la
nucleasa P, siendo: (1) P + tampén + ADN; 2 P +
NEM + ADN; (3) tampén + NEM + ADN; (4) P + NEX +
tampon; (5) P + tampon + tampon.
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nucleasa G, siendo: (1) G + tampén + ADN; @) G +
CYA + ADN; (3) tampén + CYA + ADN; 4) G + CYA +

tampon; (3) G + tampon + tampon.
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Figura 26. Efecto ejercido por la carbodiimida sobre la
pucleasa ¥, siendo: (1) M + tampon + ADN; 2) X +
CYA + ADN; (3) tampén + tampon + ADN; (4) X + CYA +
tampén; () M + tampén + tampém.
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Figura 27, Efecto ejercido por la carbodiimida sobre la
pucleasa P, siendo: (1) P + tampén + ADN; (2) P +
CYA + ADN; (3) tampén + tampon + ADN; (4) P + CYA +

tampon; (5) P + tampon + tampon.
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Figura 28. Efecto ejercido por el &cido aurintricarboxilico

sobre la nucleasa G, siendo: (1) G + tampon + ADK;
(2) G + ATA + ADN; (3) tamp6bn + ATA + ADN; 4) G +
ATA + tampoén; (5) G + tampéon + tampon.
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sobre la nucleasa M, siendo: (1) ¥ + tampon + ADN;
(2) ¥ + ATA + ADN; (3) tampén + ATA + ADN; 4> X +

ATA + tampén; (5) M + tampon + tampon.
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Figura 30.
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Efecto ejercido por el Aacido aurintricarboxilico
sobre la nucleasa P, siendo: (1) P + tampén + ADK;
(2) P + ATA + ADN; (3) tampon + ATA + ADN; (4) P +
ATA + tampon; (5) P + tampén + tampon.
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Especificidad de sustrato

Para comprobar si las DNasas eran capaces de degradar
ADN circular, es decir, si podian actuar como endonucleasas, se
incubaron con el plasmido pBR322 bajo sus condiciones optimas
respectivas durante diferentes tiempos. A las muestras se les aplico
posteriormente una electroforesis en gel de agarosa, se tifieron con
bromuro de etidio y se observaron con luz ultravioleta segun  se
indica en el capituio de Material y Métodos. Paralelamente, se
realizo siempre un control incubando la muesira con ADN de salmon y

valorando la actividad mediante el metodo de la difenilamina.

En la Figura 3! se nuestra la degradacion del plasmido
pBR322 por la nucleasa P. En la calle nimerc 1 se aplico un digerido
de ADN de A con Hin dII] como patrén de pesos moleculares. En el
numero 2 se puso PBR32Z control, mientras gue las siguientes calles
muestran el sustrato tras incubacion con la nucleasa durante 0.5, 2,
5, 10, 30, 45 y 60 minutos. En las dltimas dos calles se encuentiran

de nuevo las nuestras correspondientes a los 0.5 y 2 minutos de

incubacion.

La Figura 32 muestra la electroforesis realizada tras
incubar la DNasa M en presencia del pBR322. La segunda calle tiene
pBR322 intacto, y las siguientes, el plasmido degradado tras 0.5, 2,
5, 10, 30, 45 y 60 minutos de incubacion.

Por ultimo, la misma experiencia se realizé con la
nucleasa G. En la Figura 33 aparece la electroforesis realizada. En
la primera calle se encuentra el pBR32Z control. En las siguientes
esta la muestra con el plasmido tras 0.5, 2, 5, 10, 30 y 60 minutos

de incubacion. Como puede observarse, el plasmidc gquedo intacto.
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P

gura 31. Degradacién del plasmido pBR32Z2 por la DNasa P. De

izquierda a derecha aparece el digerido del ADN de )

por Hin dIII, plasmido pBR32Z2 intacto, plasmido
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incubado con la nucleasa durante 0.5, 2
y 60 minutos. En las tltimas dos calles se repiten

las muestras de 0.5 y 2 minutos de incubacion.
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ESTUDIOS DE CIBETICA ENZIMATICA

Estos estudios se abordaron desde dons punios de vista
diferentes, como ya ba sido explicado en el capitulo de Material y
Métodos. Se estudie la cinética con respecto a la concentracion de
custrato hasta conseguir la saturacion, asi como la cinetica respecto

al tiempo, dada una concentracion de sustrato fija.

Cipética enzimatica con respecto a la copcentracion de sustrato

Fn el caso de la DNasa P se utilizé muestra de

@)

173.6 pg.ml~' de proteina. Se incubo a 25°C, pH 8 y con ¥gCliz como
cofactor, durante una hora, con diferentes concentraciones de ADN
inespecifico. E1 resultado fue una cinetica tipicamente michaeliana
para un solo centro activo. En la Figura 34 se muesira la curva de
¥ichaelis-¥enten obtenida, asi como la extrapolacion de la constante

Km que resultoc ser de 4x6.107% g.ml™'.

Con respecto a la nucleasa ¥ se utilizé muestra de 756.69
ug.ml ' de proteina. Se incubo a 30°C, pH 8, con MnClz= como cofactor.
De nuevo se obtuvo una cinética de Michaelis-Menten con un solo
centro activo. La Km obtenida {fue de 4x2.107*% gml™', como se

muestra en la Figura 35.

Por ultimo, la DNasa G mostro también una cinética del
mismo tipo. Fue incubada a 37°C, pH 8, con MnClz, durante una hora,
utilizando una muestra conteniendo 238 pug.ml~' de proteina. La

et

constante de Michaelis-Menten obtenida fue de 4x6.107* gml™',

(Figura 36).
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Cinética enzimatica con respecto al tiempo de incubacion

De nuevo se incubaron las DNasas bajo sus condiciones
optimas de accion durante tiempos diferentes con objeto de comprobar
si la degradacién era lineal con respecto al tiempo o no. El
resultaco fue tal como se esperaba en el caso de las nucleasas P y
¥, mostrando una cinética totalmente lineal (Figuras 37 y 38). No
ocurris asi con la nucleasa G que degrada practicamente hasta un 80%
del sustrato disponible en los diez primeros minutos de incubacion y

el resto, lentamente, en los cincuenta minutos restantes (Figura 39).
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Figura 34.
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Cinética de la DFasa P con

concentracién de sustrato.
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Figura 35. Cinética de 1la DNasa M <con respecto a la

concentracion de sustrato.
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concentracion de sustrato.
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Figura 36. Cinética de 1la DNasa G con respecto a la
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10'

Figura 37.
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Cinética de la DNasa P con respecto al tiempo.
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Figura 38.
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Cinética de la DNasa M con respecto al tiempo.
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Figura 39. Cinética de la DNasa G con respecto al tiempo.
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ESTUDIOS DE LOCALIZACI6N DE LAS NUCLEASAS

Aislamiento de las fracciones celulares

Otro aspecto del estudic de la actividad DNasa de

m
1

Myxc)c*tx'cus corallopides D fue su lccalizacion celular. Para ello se
siguioc el esquema representado en .a Figura 40 para separar las
distintas fracciones celulares. Tamtisn fue necesario poner a punto
la tecnica de separacion de membranzs para dicha mixobacteria que,
como se explico en el capitulo de Mazerial y Metodos, esta basada en
la centrifugacion de la fraccién de membrana total en un gradiente
de sacarosa entre 30 y 70% de concentracion.

El gradiente se recogio, msdiante punzamiento de la base
de los tubos, en fracciones de disz gotas cada una que fueron
diluidas hasta un mililitro de volumen, midiendo posteriormente la
absorbancia a 280 nm. En la Figura 41 se representa el perfil
proteico tipo conseguido mediante este método. Como se observa, pudo
lograrse la separacion de la mezbrana total en dos fracciones

proteicas que correspondian a las bandas de densidad al 60 y 40% de

sacarosa.

Caracterizacién bioquimica de las membranas

El segundo paso a realizar fue la caracterizacién

bioquimica de estas fracciones proteicas.

170



RESULTADOS

Para elegir una actividad enzimatica que determinara la
presencia de membrana citoplasmatica se probaron diferentes
actividades en la fraccion de membrana total, con objeto de poner de
manifiesto aquella que presentara mayor nivel y por lo tanto fuera

mas idonea para servir de marcador.

Estas fueron la NADH deshidrogenasa, la glucosa
deshidrogenasa 7y la etanol deshidrogenasa. Las tres actividades se
provaron sobre 100 pg de muestra, aunque la NADE deshidrogenasa se
probo también sobre 50 ug. La ‘actividad deshidrogenasa se midio
como e descenso de la absorbancia a 600 nm en un minuto. En la
Tabla 4 se muestran los valores obtenidos para cada una de estas
actividades. Finalmente se eligio 1la NADH deshidrogenasa y una
concentracion de 50 pg.ml~' para la mues‘tra problema, aplicandose el

ensayo a cada una de las fracciones obtenidas tras el gradiente.

Como marcador de la membrana externa se valore la
cantidad de lipopolisacaridos presentes en la muestra. Dicha
valoracién se realizé, como se indica en el capitulo anterior,
midiéndose finalmente la absorbancia a una longitud de onda de
548 nm. Debido a la necesidad de mayor cantidad de proteina para
este método de valoracion, se reunieron las fracciones
correspondientes a cada uno de los dos picos de proteina obtenidos
en el gradiente y se valoraron ambas muestras. El resultado se

muestra como diagrama de barras en la Figura 41.

Como se puede observar en dicha representacion, la
actividad NADH deshidrogenasa aparecia practicamente en su totalidad
en las fracciones correspondientes al primer pico de proteina,
mientras que dichas fracciones poseian tan solo la cuarta parte de
la cantidad de lipopolisacaridos mostrada por el segundo pico

proteico.
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A partir de estos datos se determino que las fracciones
proteicas obtenidas en la banda al 60% de concentracion de sacarosa
correspondian a la membrana citoplasmética, mientras que la obtenida

en la banda del 40% correspondian a la membrana externa.

Con objeto de complementar el estudio, ambas membranas,
junto con la fraccion de membrana total, fueron sometidas a tincion
negativa y observadas a microscopio electrénico. En las Figuras 42,
43 y 44 se muestran las fotografias microscopicas obtenidas tras
este proceso. En este sentido, las vesiculas correspondientes a la
membrana externa aparecen mas pequefias y mas depsas a l1os
electrones que las correspondientes a la »membrana citoplasmatica,
mientras gque éstas presentan mayor numero de invaginaciones. En la

membrana total aparece una mezcla de ambos tipos de vesiculas.

Actividad DRasa en las diferentes fracciones

Finalmente, para determinar la localizacién de Ila
actividad DNasa, se valoraron todos los pasos esquematizados en la
Figura 40. Las muestras se dializaron durante toda la noche frente a
tampéon Tris-HCl 10 mM pH & para eliminar todo resto de sacarosa

que interfiere fuertemente en el metodo de valoracion.

Los valores obtenidos se muestran en la Tabla 5. La mayor
parte de la actividad se encuentra en el sobrenadante obtenido tras
centrifugar a 12500xg, que corresponde al espacio periplasmico
aunque no se puede obviar la leve actividad obtenida en la membrana

total y, concretamente, en la citoplasmatica.
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Cultivo en fase exponencial

|

Centrifugacion a 12000g

/

Sobrenadante

Celulas

|

Obtencion de esferoplastos

|

Centrifugacién a 12000g
Sobrenadante
(Esp. periplas.)
Sedimento
Rotura de los esferoplastos

l

Centrifugacién a bajas revoluciones
Sedimento l

(Cél.no rotas) Sobrenadante

|

Centrifugacién a 166000g

Sobrenadante l

(Protoplasma) Sedimento (M. T.)

}

Gradiente de sacarosa
Figura 40. Esquema del proceso seguido en la separacion de las

fracciones celulares de cultivos de MNyxococcus

coralloides D.
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Tabla 4. Valores obtenidos para las diferentes actividades

deshidrogenasas en la fraccion de membrana total.

Marcador Tiempo (min.) Acco
NADH deshidrogenasa
100 pg.mi ™’ 0 0.223
1 0.203
0.184
0.166
50 pg.mi "’ 0 0.213
1 0.195
2 0.181
3 0.167
Etanol deshidrogenasa
100 pg.ml™* 0 0.130
1 0.126
2 0.124
3 0.122
Glucosa deshidrogenasa
100 pg.ml ™' 0 0.070
1 0.0638
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Figura 41. Perfil obtenido tras centrifugar la fraccién de

membrana total en gradiente de sacarosa. En trazo
discontinuo la concentracién de proteina (medida
como absorbancia a 280 nm); en trazo continuo la
actividad NADH deshidrogenasa (medida como Ila
disminucién de la absorbancia a 600 nm en un
minuto), en diagrama de barras la concentracion d&
lipopolisacaridos (medida como  absorbancia a

548 nm).
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Figura 42. Fraccién de membrana total, tras tincién negativa,

observada al microscopio electronico.
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Figura 43. Fraccion de membrana citoplasmatica, tras tincién

negativa, observada al microscopio electréonico.
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Fraccion de membrana externa, tras tincion negativa,

observada al microscopio electronico.
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Tabla 5. Actividad DNasa obtenida en cada una de las fracciones

celulares ;aisladas.

Muestra Actividad DNasa (U.ml~') Proteina (pug.ml™')
Protoplasma 8.23 77.98
Periplasma 1764.90 1038.30

M. citoplasmica 38.16 38.137

X. externa , 8.51 26.43

M. total 64.43 ‘ 866.5
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ESTUDIOS DE LA ACTIVIDAD DESOXIRRIBONUCLEASA  DURANTE  EL
CRECIMIENTO

Otro apartado de este trabajo de investigacion fue el
estudio de la actividad DNasa a lo largo del crecimiento de

Myxococcus coralloides D en medio liquido y solido.

Como se expuso en el capitulo de Introduccion, esta
bacteria puede seguir un ciclo de vida vegetativo, tanto en medio
liquido (CT), como en medio solido (CTA). Paralelamente, y como es
caracteristico de las mixobacterias, puede llevar a cabo un ciclo de
desarrollo en medio solido (AL) que finaliza con la aparicion de
cuerpos fructificantes y la diferenciacion de sus bacilos vegetativos
en formas de resistencia conocidas como mixésporas. De forma
artificial, se puede inducir la aparicion de dichas mixosporas
mediante la adicion de glicerol a un cultivo exponencial en medio

liquido.

Al medir la actividad DNasa en células de X. coralloides D
en todos estos casos, se obtuvieron los perfiles de actividad
especifica mostrados en las Figuras 45, 46 y 47. Como se puede
observar, hay un aumento generalizado de la actividad especifica al
aumentar el ‘tiempo de incubacién, tanto cuando se trata de

crecimiento vegetativo como en la formacion de mixésporas.

Paralelamente, con objeto de poder realizar un estudio
comparativo y poder perfilar mejor la produccién de DRasas en X
coralloides D, se llevo un control midiendo actividad, igualmente, en
Myxococcus xanthus. El resultado fue, contrariamente a lo que ocurre
con la anterior mixobacteria, la disminucion de la actividad DNasa a

lo largo del tiempo (Figuras 48 y 49).
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Figura 45. Actividad DNasa a 1o largo del crecimiento de N.

coralloides D en medio CTA. La actividad se expresa

como unidades por miligramo de proteina.

181



RESULTADOS
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Figura 46. Actividad DNasa a lo largo del crecimiento de X.

coralloides D en medio AL, en células permeabilizadas
con tolueno (trazo continuo) y rotas mediante prensa
francesa (trazo discontinuo). La actividad se expresa

como unidades por miligramo de proteina.
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Figura 47. Actividad DNasa durante la induccién de mixésporas

en un cultivo de N. coralloides D en medio CT
adicionado con glicerol (trazo continuo). En trazo
discontinuo se muestra la actividad DNasa de un
cultivo control sin glicerol. La actividad se expresa

como unidades por miligramo dde proteina.
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Figura 48. Actividad DNasa a lo largo del crecimiento de X,

xanthus en medio AL (trazo continuo) y medio CTA

(trazo discontinuo). La actividad esta expresada como

unidades por miligramo de proteina.
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Figura 49.

RESULTADGS

8 20 32 48

Tiempo (horas)

Actividad DNasa durante la induccién de mixésporas
en un cultivo de N. xanthus en medio CT adicionado
con glicerol (trazo continuo). En trazo discontinuo
se muestra la actividad DNasa de un cultivo control

sin glicerol. La actividad se expresa como unidades

por miligramo de proteina.
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Como ya se indico al exponer el objeto del trabajo,
nuestra idea era profundizar en el conocimiento de las DNasas
caracterizadas en Myxococcus coralloides D asi como emitir una
hipotesis acerca del papel de estas actividades nucleasicas en la

biologia de este peculiar microorganismo.

Comenzamos nuesiro trabajo realizando un estudio
comparativo de las DNasas presentes en otras mixobacterias
relacionadas. Cierto que M. coralloides D habia probado, ya
anteriormente, tener una actividad DNasa bruta en los extractos
libres de células muy superior a la de sus compalieras da grupo, pera
gquedaba la duda de si esta diferemncia a su favor era debida a una
mayor actividad proporcional en cada una de las fracciones activas,
o a un mayor numero de actividades diferentes. Para poder responder
a esto se cromatografiaron, bajo las mismas condiciones que
previamente se  habian mantenido con X. coralloides D, extractos
libres de células procedentes de las razas expuestas en el capitulo
correspondiente. El resultado fue que en todas aparecia una actividad
nucleasica en los primeros tubos del frente de elucién, que
correspondia a la fraccion que en N. coralloides D se habia
denominado DNasa G. Sin embargo, ninguna otra actividad pudo ser
determinada en el resto de la elucién; es decir, las nucleasas M y P
son especificas de esta mixobacteria y son las responsables del

mayor nivel de actividad DNasa hallado en ella.

F1 estudio de actividades nucleadsicas en mixobacterias no

es nuevo aunque, salvando trabajos previos que intentaban relacionar
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las nucleasas con la nutricién mixobacteriana, se han llevado a cabo

maycritariamente desde el punto de vista de enzimas de restriccion.
L ]

Asi, el hallazgo de dos endonucleasas de este tipo en M. virescens

(Mcrris y Parish, 1976) indujo a una busqueda extensiva en otras

bac-=rias relacionadas, tanto mixobacterias como bacterias
des.-zantes en general (Mayer y Reichenbaca, 1978). Adn cuando el
es-.2i0 estaba dirigido a un grupo muy restringido de nucleasas, los

au-cres sefialan el peligro de enzimas inespecificos contaminantes

gue rodian enmascarar los resultados buscados.

Una vez realizado este apartado, el paso inmediato para
comenzar el estudio de las tres nucleasas era su purificacion. Con
elic queriamos alcanzar diversos objetivos, de los cuales el
priccipal era establecer un meétodo repetitivo que nos permitiera
otterer nuestras suficientemente puras como para llevar a cabo los
esiucios de «cinética y caracterizacion. Por otra parte, la
purificacién hasta conseguir una banda tras electroforesis en geles
de poliacrilamida, como criterio de pureza, nos iba a permitir
determinar el peso molecular de estos tres enzimas y, en lo posible,

su naturaleza molecular.

La purificacion de las tres DEasas se consiguié tras
someterlas tan solo a tres de los pases utilizados usualmente en
este tipo de enzimas (Greene et al, 1878; Aiken y Gumport, 1988) lo
cua. no es extrafio si consideramos que se partia de muesiras que
habian sido cromatografiadas a través de una columna de Sephadex G-
00 con un rango de separacion de pesos moleculares muy amplio.

.

Durante el proceso de purificacion se pudo comprobar que

las zres DNasas reaccionan de forma diferente a la precipitacion con

cui‘ato aménico. De acuerdo con su comportamiento en geles de

Lo
O
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intercambio ionico podemos deducir con respecto a la carga eléctrica
neta de la proteina que tanto la DNasa M como la G muestran estar
cargadas positivamente a pH neutro, opuestamente a lo que ocurre con

la DNasa P.

Un problema comin a las tres nucleasas, aunque
especialmente importante para la DFasa P, fue una excesiva perdida
de actividad absoluta tras ser cromatografiadas en intercambio
isénico, acompafiada de una concentracion minima de proteina, lo que
dificultaba enormemente la obtencion de una tincion Dbuena tras
electroforesis. Sin embargo esto no es raro en la bibliografia donde
es frecuente encontrar recuperaciones sélo del 3 o 5% de la

actividad total (Kelly et al, 1985; Greene et al, 1988).

Por otra parte, el proceso de purificacion conduce a la
resolucion de una serie de cuestiones laterales que no se exponen
directamente en los Resultados del presente trabajo. Una de ellas es
la provocada por las DNasas G y P que eluyen, tras cromatografia en
columna, conjuntamente con dos fosfatasas: una de ellas actua a pH
acido y eluye con la nucleasa G, mientras que la otra, de actividad
alcalina, presenta un patrén de elucién coincidente con la DNasa P.
Ambas fosfatasas mostraron unas condiciones de accién muy similares
a aquellas de las desoxirribonucleasas junto a las que eluian
(Gonzalez, 1988). Dado que se ham descrito enzimas con una doble
actividad fosfatasa-nucleasa (Veiss, 1981), en un principio se pensé
en esta posibilidad, especialmente en el caso de la DNasa P, ya que
los otros enzimas, al eluir en el frente, presentan un margen de
tamafic molecular mucho mas amplio y la posibilidad de eluir junto a
cualguier otra actividad es mucho mayor. Ademas ambos enzimas

presentan pHs optimos de accion netamente diferentes.
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Posteriormente se comprobo que, en ambas parejas de
enzimas, el punto isoeléctrico resulto ser muy diferente por lo que
pudieron ser facilmente separadas mediante cromatografia en
intercambio iénico. Este hecho descarté la posible existencia de un
enzima de doble actividad. Sin embargo, esto no quiere decir que no
haya una cooperacion entre fosfatasas y nucleasas con unas
condiciones de accién proximas y una localizacién celular
coincidente, para la liberacion de fosfato del ADN. Este punto ya ha

1

sido sugerido por algunos autores (von Tigerstrom, 1984).

La presencia en una misma solucion in vitro de actividad
nucleasa y {fosfatasa debida a diferentes enzimas no es rara y
resulta una complicacion adicional en los estudios de especificidad
de sustrato de ambos tipos de enzimas, pues puede llevar a errores
al calificar ambas actividades o en algunos estudios de

caracterizacion (Schmidt y Laskowski, 1961). -

Otra cuestion abierta a raiz de la purificacion, radica en
la naturaleza de la DNasa (G. Este enzima, como sSe ha mencionado
anteriormente, aparece en el frente de elucién de la cromatografia en
columna, independientemente del tipo de gel utilizado. En el frente
eluye también el pigmento rojo caracteristico de XN. coralloides D,
color que esta presente de forma constante en las fracciones que
contienen DNasa G hasta el ultimo paso de la purificacion, por lo
que llegé casi a constituir una forma facil, rapida y certera de
reconocer en qué fraccién de los diferentes experimentos realizados

se encontraba la nucleasa G.

El color rojo de N. coralloides D es debido, como es
caracteristico en las mixocbacterias en general, a pigmentos de
naturaleza carotenoide (Greene y Leadbetter, 1962; Renwick vy
Peterson, 1969) localizados en la membrana citoplasmatica de la

célula (Kleining, 1972) aunque tambien pueden ser excretados al



DISCUSION

exterior. El hecho de que la DNasa G eluyera en el frente y
estuviera siempre acompafiada de los pigmentos celulares hizo pensar
en la hipotesis de que estuviera unida a grandes trozos de membrana,
de los que solo se desprenderia tras intercambio iénico. Esta union
deberia ser fuerte aunque no de manera covalente ya que se separa
tras intercambio ionico. Posteriormente, con objeto de la

localizacion volvera a discutirse este punto.

Una vez que, mediante los pasos de purificacion, se
estableciercn las bases para conseguir muestra idonea, se comenzaron

los estudios de caracterizacion.

La aproximacion al peso molecular se comenzé mediante
cromatografia en  Sephacryl S-200.. Este gel presenta para
polipéptidos un rango de separacion de tamafios moleculares entre
5000 y 250000 daltons. Los pesos moleculares obtenidos, 31000 para
la nucleasa P y 44000 para la DNasa M, son valores muy comunes
entre las desoxirribonucleasas inespecificas, asi como los enzimas de
restriccion de tipo II. Por el contrario, la DNasa G al eluir en el
frente presenta un tamafio molecular mucho mayor, superando los
250000 daltons e inclusoc los 600000 si atendemos a la elucion en
Sephadex G-200. Estas cifras tan elevadas no son inexistentes entre
las DNasas, pero debemos restringirnos para encontrarlas, a las
endonucleasas de restriccién de tipo I preferentemente (Eskin y

Linn, 1972), enzimas formadas por tres subunidades diferentes.

Sin embargo, la cromatografia mediante filtracién en gel
en las condiciones utilizadas presenta el problema de que se realiza
con proteinas no desnaturalizadas cuya configuracién molecular
nativa puede interferir en la eluciénm, presentendo un peso molecular

aparente distinto al real. Este problema se resuelve clasicamente
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mediante electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS. El peso
molecular obtenido mediante este método fue ligeramente superior
para las DNasas ¥ y P (49000 y 39000 respectivamente) aunque
manteniendo una relaciéon entre ellos similar. Estos pesos
moleculares, como se bha citado anteriormente, no son extralios entire
las nucleasas, en las que , si bien es posible encontrar ejemplos de
pesos moleculares mucho menores, como los 17000 daltons de la
nucleaca estafilocécica (Alexandrescu et al, 1987), lo normal es
encontrar ejemplos alrededor de los 39000 daltons <(Kuhnlein, 1985,
Lindler y Macrina, 1987) o incluso 48000, como es el caso de la
nucleasa de Neurcespora crassz ‘¥artin et al, 1886bv). Pesos
moleculares superiores suelen corresponder normalmente a dimeros
{Larson et al, 1987).

El caso de la DNasa G fue diferente. El peso molecular
mostrado tras purificacion y electroforesis en condiciones
desnaturalizantes fue de 44000, muy distinto al obtenido tras
cromatografia. Este hecho podia tener varios significados: o bien
esta nucleasa es una macroproteina constituida por varias
subunidades de un mismo peso molecular, o bien esta unida a otras
estructuras mayores, probablemente trozos de membrana, o bien, aun
siendo un monomero, presenta una estructura terciaria excesivamente
compleja que le hace eluir siempre en el volumen vacio de la columna

preparativa.

Ciertamente, si la nucleasa G presenta una estructura
cuaternaria, la electroforesis desnaturalizante no nos iba a aclarar
si el monomero basico era original o si por el contraric se trataba
de alguna de sus compafieras, ya que la diferencia entre el peso
molecular de la DNasa G tanto con la nucleasa M como con la P (5000
daltons), no es suficientemente grande como para concluir
determinantemente que no se tirata de la misma proteina,

especialmente, teniendo en cuenta la relacion semilogaritmica que
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existe entre la movilidad relativa de los enzimas y sus pesos

moleculares.

Lo que si aclara en parte la cuestion es la electroforesis
de las proteinas en condiciones no desnaturalizantes. Selo una clara
banda de ADN degradado se obtuvo en el gel cuando se aplico la
electroforesis a muestra con las tres DNasas. Si bien las proteinas
y los patrones migrarocn con dificultad al permanecer en estado
nativo, es cierto que la banda obtenida nunca podria corresponder a
un peso molecular de 600000, sino mas bien al peso obtenido una vez
realizada la desnaturalizacion. Parece ser, por tanto, que el caso de
una naturaleza multimérica de la DNasa G queda descartado. Las otras
dos opciones se discutiran mas adelante una vez conocidos nuevos

datos.

El] uso de inhibidores de proteasas (PMSF) durante la
extraccion de las desoxirribonucleasas tuvo efectos diferentes en la
actividad especifica de cada una de ellas. En general, la actividad
neta aumentc en mayor O menor grado en las tres, destacando
especialmente la DNasa X que doblé su actividad. Por otra parte, el
uso de PMSF provocé un desplazamiento de la cantidad de proteina
eluida tras comatografia hacia los primeros tubos de la columna.
Esto hizo que el frente de elucion aumentara en un 50% la
concentracion de proteinas, lo que conllevé que la actividad
especifica de la nucleasa G disminuyera ligeramente (alrededor de un
2%), aun cuando su actividad neta habia aumentado. La DNasa M
aumento su actividad especifica en mas del doble, mientras que la

nucleasa P la aumenté también aunque en menor grado.

En cualquier caso, en numerosas ocasiones era muy

interesante que las nucleasas mostraran una actividad neta elevada
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aun cuando su actividad especifica no lo fuera tanto. Por otra parte,
especialmentre en el caso de la nucleasa G, era mucho mas facil
retirar un exceso de proteinas contaminantes si se disponia de una
actividad nucleasica fuerte, que purificar una actividad mas débil a
partir de un extracto menos contaminado. De hechon, este compuesto es
normalmente usado en el estudio de nucleasas tanto exira como
intracelulares (Greene et al, 1978; Focareta y Manning, 1986;

Manachini et al, 1987; Aparicio et al, 1938).

14
U

Independientemente de esto, el uso d MSF mostro que la
DNasa M presenta una contribucion a la actividad nucleasa global de

M. coralloides D mucho maycr de la que en un principio parecia.

El estudio de diferentes inhibidores especificos nos

permite configurar un retratc robot del ceniro activo.

La N-etilmaleimida (NEM) no ejercio efecto alguno en las
tres nucleasas. Dado que este compuesto reacciona de forma
especifica con los grupos sulfidrilos, se puede concluir que ningun
grupo de esta naturaleza esta implicado en la actividad catalitica de

estas enzimas.

La carbodiimida (CYA) si ejercic un efecto diferente en
cada nucleasa, aunque siempre tratandose de una inhibicion parcial.
Este compuesto actia preferentemente sobre los grupos carboxilos
aunque su accién se hace extensiva también en mucho menos grado,
sobre los grupos sulfidrilos. Sin embargo, si superponemos estos
resultados a los del compuesto discutido anteriormente (NE¥),
podremos concluir que el efecto de la carbodiimida no esta causado

en absoluto por modificacion de los grupes sulfidrilos. Por ello, se

b~
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puede afirmar que los grupos carboxilos son parcialmente

responsables de la funcionalidad del centro activo.

Normalmente, a niveles generales, la carbodiimida siempre
suele tener un efecto claro en mayor o menor grado sobre las
nucleasas, mientras que el efecto de la N-etilmaleimida es nulo o
muy leve (Kaboev et al, 1985; Nasri y Thomas, 1987) aunque esto no
es en absoluto una regla general, habiendo casos en que la
censibilidad a la NEM diferencia claramente a dos esquizémeros. Este
es el caso de Rsr 1y Fco RI en que la NEK elimina por completo la
actividad del primero mientras que s6lo la reduce en un 5% en el

caso del segundo (Aiken y Gumport, 1988).

Si atendemos al modelo normalmente establecido para la
catalisis del ADN por nucleasas inespecificas, basado normalmente en
el estudio de la nucleasa estafilocécica, veremos que la importancia
de los grupos carboxilos es clara ya que, al menos, tres de estos
grupos (dos restos de acido aspartico y un glutamico) son
importantes en el proceso (Serpesu et al, 1986). Estos grupos
activos, utilizando un ién metadlico divalente (en nuestro caso seria
¥g<* o Mn®*) orientan el grupo fosfato del ADN que va a sufrir la

rotura.

Posteriormente, dos histidinas van a dar lugar a una
catalisis acido-base concertada provocando una deslocalizacién de
los electrones del grupo fosfato (Alexandrescu et al, 1987) que, a su
vez, provoca la unién de éste con su propio azucar formando un
intermediario ciclico bipiramidal (Cedergren et al, 1987) que sufrira
finalmente un atague nucleofilico por parte de una molécula de agua

provocando la rotura.

Parece ser que también es muy importante en la

desestabilizacién electronica del grupo fosfato, la presencia de un
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residuo de lisina (Helene, 1977) lo cual se confirma por el hecho de
la inactivacion general producida por el glutaraldehido, que
reacciona con dicho grupo, en todas las endonucleasas ensayadas
(Fasri y Thomas, 1987). Es una lastima gue este compuesto interfiera
tan fuertemente con el metodo de valoracion utilizado, ya que nos

podria confirmar esto mismc en nuestras nucleasas.

Por su parte, =1 acido aurintricarboxilico (ATA) forma una
sal triamonica gque actua uniéndose a la molécula de ADN, e
impidiendo por tanto que este "encaje” en el centro activo de la
nucleasa. El ATA es un compuesto ampliamente utilizado, tanto 14
vitro como im vivo, para la protecciéen del acido nucleico en
procesos CoOmo extraccion del material nuclear, trapsformacion,
transduccién, etc... (Ramon et al, 1986) por lo que, bien solo o
combinado con otros factores, podria abrir las puertas a procesos de

manipulacién genética en ¥. coralloides D.

En cuanto a la especificidad de sustrato, los resultados
obtenidos con el plasmido pBR322 indican que tanto la DNasa X como
la P pueden actuar como endonucleasas degradando el plasmido hasta
su totalidad, sin producir en ningin caso Dbandas discretas.
Endonucleasas de este tipo han sido previamente descritas (Aparicio
et al, 1988) y se les atribuye un papel restrictivo, sin contar todos
los enzimas con moltiples funciones implicadas en procesos
citoplasmaticos con el ADN de la bacteria en cuestion, gque no es

nuestro caso, como se discutira mas adelante.

Por el contrario, de nuevo la nucleasa ( mostro un
comportaniento diferente al no degradar el plasmido en absoluto.
Este hecho es importante y se volvera a discutir posteriormente con

el estudio de la cinetica enzimatica.
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Hay que mencionar, por otra parte, que trabajos previos
habian puesto de manifiesio que las tres DNasas degradaban ADN de
lambda hasta su totalidad, sin producir bandas discretas, no

degradaban ARN y si degradaban ADN de cadena simple.

El ADN de «cadena simple se consiguio mediante
desnaturalizaciéon térmica del ADN de salmén y enfriamiento rapido en
hielo para que la renaturalizacién fuera lo mas desordenada posible,
con una alta proporcion de bucles y, por tanto, de ADN de cadena
simple. El resultado fue la degradacion total del sustrato en el caso
de las nucleasas M y P, y en los tres casos la misma actividad que
la obtenida con ADN control no desnaturalizado. Por ello, aun cuando
no se puede indicar nada totalmente definitivo en este aspecto, si
obtenemos una informacién crientativa a favor de la degradacién del
ADN de cadena simple por parte de las tres DNasas. Esta es una

cuestién aun abierta.

De todo esto nos queda, pues, que las DNasas de X.
coralloides D parecen ser nucleasas especificas de ADN, tanto de
cadena doble como simple que tienen actividad exo y
endonucleolitica, con la excepcion de la nucleasa G, que so6lo se

muestra CoOmo exonucleasa.

Las tres nucleasas de M. coralloides D tienen una cinética
con respecto al sustrato tipica de Xichaelis-Menten. Segun esta
teoria, ideada en su concepcién més simple para epzimas con un
centro activo y un solo sustrato (Haldane, 1965), la reaccion

enzimatica tiene lugar siguiendo la ecuacion:
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+S ® E3 o E+P

23]

Si la reaccion es significativamente reversible, al
principio de esta, cuando [El y [S] son muy altas, K-z se puede
considerar practicamente nula, ya que el equilibrio de la reaccion
estaréd lejos de alcanzarse y habra un desplazamiento neto hacia la
derecha. En el caso de las nucleasas, la rotura del ADN no es
reversible por lo que K-- sera, de hecho, cero. No es este el caso de

la unién enzima-susirato que =: puede ser perfectamente reversible.

En la cinética tipica michaeliana, en un principio la
formacién de productoc es de primer orden con respecto al sustrato,
aumentando proporcionalmente cuando aumenta la concentracion de
este. Esta situacion se prolonga hasta que se produce la saturacion
del enzima, que alcanza la velocidad méaxima de la reaccion, y la

curva se va acercando asintoticamente a este valor.

Este fue el caso de las tres DNasas, si exceptuamos una
pequefia diferencia: tanto la nucleasa ¥ como la P degradaron el ADKN
en su totalidad hasta alcanzar la saturacién. Sin embargo, la DNasa
G en ningun momento degradé todo el ADN de que disponia, sino que
se limita a degradar una proporcion mas O menos constante de ADK,
en torno al 65-70%, salvo, naturalmente, el caso de la saturacion en

que la degradacion es paulatinamente mas lenta.

Por otra parte, las constantes de Michaelis-¥enten
obtenidas para las tres nucleasas para ADN de salmon, a piH 8 y a
sus temperaturas optimas respeciivas, son de 4.6x10-% g.ml~' (DNasa

P), 4.2x10"% g.ml™' (DFasa X) y 4 6x10-+ (DNasa G). Esta constante

engloba las constantes de la ecuacion anterior, siendo:
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Em = K- + Kz2/Kh
y, por tanto, define la tendencia que hay en el sistema donde se da
la reaccion a deshacer el complejo ES, o lo que es lo mismo, su

inversa es un indicativo de la afinidad del enzima por el sustrato.

Curiosamente, pues, los resultados obtenidos indican gue a
pesar de tener comportamientos cipéticos diferentes y una velocidad
maxima distinta, los tres enzimas presentan una afinidad al sustrato
muy similar, incluso la DNasa G cuya actividad global bha sido

siempre mucho menor que la de sus compafieras.

Fl estudio de la degradacion del sustrato respecto al
tiempo dio resultados concordantes a los anteriores. El ensayo se
realizé tomando tiempos de hasta una hora de incubacién y eligiendo
una relacion [EJ/[S] suficientemente baja como para asegurar que las

nucleasas no degradarian el sustrato antes de tiempo.

En una cinética de este tipo encontramos tres fases
diferentes que también se pueden observar en las DNasas de X.
coralloides. La primera fase o estado presostenido, se caracteriza
por que el cambio en [S] es insignificante en comparacién con los
cambios proporcionales en [E] o [ES]. La curva que representa la
concentracion de producto: que en su conjunto es sigmoidal, presenta
aqui su primera zona més plana o zona "lag". Es el retardo que
aparece en las tres dinamicas estudiadas, siendo mas acusada en el
caso de la DNasa G y menos, en la DNasa P. Este periodo "lag" no es
extrafio en el caso de las desoxirribonucleasas (Kaddurah-Daouk et
al, 1985) aunque tampoco es general. Normalmente la preincubacion
con ADN suele disminuir esta fase, incluso la preincubacién con ADK
inespecifico <(sin puntos de corte) en enzimas de restriccion

(Halford y Johnson, 1983). En nuestro caso, la preincubacién, tanto
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del enzima como del sustirato, a la temperatura optima disminuyo el

periodo “"lag" pero no lo elimino.

La siguiente etapa es el estado sostenido, durante el cual
no hay cambio en [ES], la evolucion de (P] es de orden 1 con
respecto al tiempo y es la fase ensayada rutinariamente en (oS
estudios cinéticos (Halford y Goodall, 1987). Esta etapa tambisn
aparece en los tres enzimas, teniendo lugar una degradacion del ATKN

proporcional al tiempo.

Si la reaccion es reversible, esta segunda fase desemboca
en el estado de equilibrio, donde los reactantes E y S han alcanzado
sus concentraciones de equilibrio y ya no hay ningun cambioc neto,

aunque el flujo continva en ambas direcciones.

Si la reaccién es irreversible, se mantendréd en el estado
sostenido hasta que se agote el sustrato. Este es el caso de las

cinéticas estudiadas en las DNasas M y P.

El caso de la DNasa G vuelve a ser diferente, como era de
esperar tras el estudio anterior. La velocidad de la reaccicn (gue
graficamente es, en cada instante, la pendiente de la tangente a la
curva) disminuye con el tiempo hasta que se anula. Sin embargo esto
no es debido al estado de equilibrio puesto que la reaccion no es

significativamente reversible.

Parece ser que el factor que disminuye la actividad cel
enzima esta directamente relacionado con el ADN disponible ya que es
el Gnico factor que varia en la cinética de MXichaelis-Kenten
estudiada. Si el "techo" de actividad se debiera a la labilidad cel
enzima, que se inactivara en los diez primeros minutos de la

reacciéon, el ADN degradado en la cinética con respecto a la



DISCUSION

concentracien de sustrato seria siempre el mismo, y no proporcional

a dicho sustrato disponible como de hecho ocurre.

El mismo caso es si el enzima necesitara de un cofactor
que de alguna manera estuviera presente en la muestra y se agotara
en los primeros minutos de incubaciéon. Al ser éste el factor
limitante de la reaccion, la actividad pararia cuando dejara de ser

disponible, independientemente de la proporcién de sustrato.

El producto de la reaccion, es decir, el ADN degradado,
también podria ejercer inhibicién sobre ésta, pero en este caso la
inhibicién seria mayor cuantc mayor sustrato estuviera presente. El
porcentaje de ADN degradado seria cada vez menor y no constante,

COmO Qcurre aqui.

Por la misma razén, tampoco debe tratarse de una
inhibicién por exceso de sustrato. Este tipo de inhibicién es muy
comin en aquellas nucleasas que necesitan estar en forma dimerica
para cortar el ADN (Adler y Natbhans, 1673). Al haber demasiados
puntos de corte disponibles, las moléculas del enzima se reparten de
forma que s6lo una molécula de nucleasa se une a un punto de corte

de acido nucleico, sin que pueda llevarse a cabo la escision.

Por ultimo, sélo nos queda el caso de la disponibilidad de
custrato. Al caer la concentracién de sustrato, obviamente, la
actividad del enzima disminuye. Como se ha dicho anteriormente, en
el ensayo se puso ADN en exceso, pero pudiera ser que no todo el
ADN presente fuera sustrato idoneo para la DNasa G. En un principio
se pensé que quizas esta nucleasa necesitara secuencias de corte
especificas, y una vez agotadas estas secuencias, el ADN restante
quedara sin degradar. Faturalmente esto exigiria que en cada corte
la DNasa G produjera nucleotidos solubles en acido, que es 1o que

realmente valora el método de la difenilamina mientras que los
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residuos de alto peso molecular precipitarian con el acido
tricloroacetico. Esto, en si, era posible. Asi esta el caso de los
enzimas de restriccien de tipo 1 que por cada corte realizado en el
ADN liberan un numero discreto de nucleotidos (Kimball 'y
Linn, 1976). Sin embargo, esta teoria queda descartada dado que la
DNasa G mostro gque no tenia actividad endonucleolitica en el

plasmido pBR322 ni producia bandas discretas en el ADN del fago i.

1

uesta esté en que esta nucleasa necesita

Fuede gue la res

L ¢

un tamafic molecular minimo en el ADN para poder degradarlio a partir
de un extremo. La necesidad de sustratos grandes no es extrafia en el
conjunto de las nucleasas. Asi, Hin dIIl necesita fragmentos de, al
menos, 3000 pb (Piekarowicz y Brzezinski, 1980) aunque este fenomeno
es mas corriente en los enzimas de restriccién, en concreto de tipo

111, que en exonucleasas inespecificas.

Otro capitulo de este estudio sobre las DNasas de X.

coralloides D es el dedicado a su localizacion.

En principio se sabia que M. coralloides D no exportaba
sus DNasas al exterior, ya que el sobrenadante de los medios de
cultivo nunca habia mostrado actividad. Puesto que la falta de
deteccion podia ser debida a la dilucién excesiva de las nucleasas
al excretarse, dos litros de sobrenadante de un cultivo en fase
exponencial fueron concentrados, mediante precipitacion con sulfato
amébnico, a 5 ml y, tras dializar toda 1la noche se valoré la

actividad nucleasica. El resultado siguio siendo el mismo.

Las nucleasas extracelulares presentan una frecuencia
menor en la bibliografia gque las unidas a fracciones celulares; son

nucleasas inespecificas y suelen estar relacionadas con un papel
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nutricional en la obtencién de fosfato a partir de los acidos

nucleicos (Maeda y Taga, 1976; von Tigerstirom, 1981).

Sin embargo, es mucho mas frecuente la deteccién de
nucleasas celulares, quizas porque su busqueda, directa o indirecta
al estudiar enzimas de restriccion, es mucho mas intensa. Los
enzimas de restriccién suelen encontrarse normalmente en el espacio
periplasmico o unidas a membranas (ayer y Reichenbach, 1978;
Kohring et al, 1985); también se han descrito nucleasas inespecificas
pero con un posible papel en la restriccién de ADN extrafio (Focareta
y Manning, 1986; De los Reyes-Gavilan et al, 1987). En el caso de
los sistemas metilacion-restriccion se han descrito casos en que,
mediante anticuerpos marcados, se Dha localizado la metilasa en el
citoplasma y la endonucleasa en el espacio periplasmico (Gert-
Wieland y Mayer, 1987), asegurando asi mediante un doble mecanismo
(metilacién y diferente localizacién) la preservacion del ADN propio

de la funcion restrictiva.

Este segundo caso general es el de M. coralloides D por
lo que el estudio se centré en la separacion de las diferentes
fracciones celulares, siguiendo una adaptacion a nuesira bacteria de
los métodos utilizados por Osborn et al (1972) para Salmonella
tiphimurium, asi COmO las variaciones aplicadas por Orndorff vy

Dworkin (1980) a Nyxococcus xanthus.

Cabe resaltar que en este proceso, tanto para la obtencion
de esferoplastos como para Su posterior lisis psmética se necesitod
mas tiempo de incubacién que el utilizado por Osborn et al, (1972).

Esta variacién ya esta descrita en el primer caso para X. xanthus.

En cuanto a la separacién de membranas, lo mas destacable

ec la inversion de la localizacién de 1la membrana externa <con

respecto a la citoplasmatica en el gradiente de densidad,
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apareciendo esta ultima cop una mayor densidad que la externa. Este
resultado es opuesto al descrito previamente en otras bacterias
gram-pegativas como §. typhimurium o E. coli (Schnaitman, 1970) sin,
embargo coincide con el resultado obtenido para M. xanthus. Este
resultado, aunque es muy inusual, no es anico. Acinetobacter sp
tambien presenta esta caracteristica aungue Do de una forma tan
clara y copn la particularidad de que depende de las condiciones de

cultivo (Scott et al, 1976}

Orndorif y Dworkin atribuyen la reversion de ambas
membranas en X. xanthus a varios factores, entre ellos la pérdida de
una alta cantidad de lipopolisacaridos durante la extraccién de las
membranas, el alto contenido fosfolipidico en la membrana externa
(mucho menor en la mayoria de las bacterias gram-negativas) que
disminuiria su densidad, y la presencia de los pigmentos tipicos de
mixobacterias de la membrana citoplasmatica que aumentarian la
densidad de ésta debido a su paturaleza hidrofilica. Estos pigmentos
son también claramente visibles en X. corallpoides D, dando una
coloracien rojiza a la Dbanda correspondiente a la membrana
citoplasmatica, mientras que la membrana externa permanecia

incolora.

Al valorar la actividad DNasa en cada una de las
fracciones celulares destaco claramente el valor correspondiente al
espacio periplasmico con una actividad especifica de 1.7. Ninguna
fraccién igualo esta cantidad, incluida la membrana total con una
cantidad especifica de 0.074. Esto, en un principio, hizo descartar
la idea de alguna DNasa unida a membrana. Sin embargo, al valorar
las muestras correspondientes a las dos membranas diferenciadas se
obtuvieron valores muy distintos. Si bien la membrana externa
presentaba slempre valores residuales que no llegaban a superar
punca una actividad de 0.25 U por mg de proteina, en la membrana

citoplasmatica se llegaron a alcanzar valores de 1.1 Umg ',
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E= necesario tener mucho cuidado al interpretar valor:es
de actividad especifica cuando la cantidad de proteina es o muy baja
0 muy alta porque pueden resultar actividades especificas "aparentes"
que no reflejan la actividad real de la muestra. En el caso de la
membrana citoplasmatica el valor de actividad especifica obtenido,
bastante alto, podia ser consecuencia de este efecto, al haber baja
cantidad de proteina. Sin embargo, la actividad neta era baja pero no
despreciable y era al menos cuatro veces mayor que la hallada en la
membrana ex-erna, llegando incluso en alguna ocasién a multiplicarla
por c uatra 7veces.

for otra parte, la actividad neta cbtenida en la fraccion
de membrana total era muy similar siempre a la ballada en la
citoplasmatica con la diferencia de que presentaba mucha mas
cantidad de proteina, lo que hacia caer enormemente la actividad

especifica. B

Parece ser, por tanto, que la actividad obtenida en la
membrana citoplasmatica es real y con mucha probabilidad
corresponde a la DNasa G si estudiamos sus caracteristicas: eluye en
los primeros tubos tras cromatografia en columpa y, de forma

constante, aparece acompafiada de pigmentos citoplasmaticos.

Queda por resolver la cuestion de si la DNasa G es alguna
de las otras dos nucleasas unida a membrana. La determinaciéon de
los pesos moleculares no ayudé a aclarar el problema. En la la Tabla
6 e encuentra un resumen de las principales caracteristicas de las
nucleasas. Como se puede observar, la DNasa G presenta mas similitud
con la M pero existen diferencias muy dificiles de obviar como son
el diferente nivel de inhibicién producido por la carbodiimida, 1la

incapacidad de degradar el plasmido pBR322 por parte de la DNasa G
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Tabla 6. Resumen de las principales propiedades de las DNasas

producidas por N. coralloides D.

DNasa G

Temp. optima 37°C
pH o6ptimeo 8.0
Cofactor meta.ico Mn-—=+
Fuerza iénica
admitida (Kall> 0.15 M
Carga ionica a pH
neutro +
Peso molecular 44000
Inhibicion por

REX ~

CYA 10%

ATA 100%
Act. endonucleasa =
Km para ADK de salmon
(g.ml—") 4.6x10"¢
Degradacion del
sustrato respecto No
al tiempo proporcional
Posible
localizacion ¥em. citopl.

DNasa M DNasa P
33°C 25°C
8.0 8.0
Mn<+ Mg=*
0.025 M 0.025 X
+ -
49000 39000
30% 20%
100% 100%
+ +
4.2x107¢ 4.6x10"4
Proporcional Proporcional
Periplasma Periplasma
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y su incapacidad de degradar todo el sustrato disponible a lo largo

del tiempo, cosa que no sucede con la DNasa X.

Parece ser, pues, que las tres actividades responden a
enzimas diferentes y que M. coralloides D posee en su espacio
periplasmico y/o unida a membranas tres desoxirribonucleasas
inespecificas que cubren un rango de accién amplio, como ya se ha
diche anteriormente, y que se mantienen con altos niveles de
actividad a 1lo largo del tiémpo de incubacion del cultivo,
aumentando incluso al final tanto del crecimiento vegetativo como de

la formacion de mixosporas, contrariamente a 1o que ocurre con N.

xanthus,

Su localizacién en el espacio periplasmico hace muy
posible un papel restrictivo en la biologia de esta mixobacteria,
especialmente el caso de las nucleasas ¥ y F. Son dos DNasas con un
modo de accion similar, endonucleoliticas y periplasmicas, con una
alta actividad y que son capaces de degradar ADN mientras este
disponible. Existen casos de restriccion de este tipo. En concreto,
en diversas especies de Streptomyces que parecian teper un sistema
de restriccién-modificacién por el hecho de no presentar fagos
propios (Sanchez et al, 1985) ban mostrado tener
desoxirribonucleasas inespecificas en el espacio periplasmico, quizas
unidas a membranas, que cubren esta funcion restrictiva (De los
Reyes—-Gavilan et al, 1987; Aparicio et al, 1988). Estas DNasas
producen primero cortes endonucleoliticos en el ADN, degradandolo a

continuacién en su totalidad.

Es un retrato muy similar al de las DNasas M y P. Para un
organismo que vive en el suelo, de la degradacién de macromoleculas
del ambiente, le debe ser mucho mas economico producir nucleasas
inespecificas que sistemas de restriccion-modificacien, ya que con

ellas puede cubrir otras posibles funciones de tipo nutritivo muy
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importantes también en este tipo de habitats. El hecho de que las
nucleasas sean periplasmicas y no se exporten al exterior coloca al
papel nutritivo en un segundo lugar pero no por ello menos
importante. Las nucleasas no tienen acceso al ADN presente en el
medio, pero una vez que el ADN penetra hasta el espacio periplasmico
y tras haberse producido la funcion restrictiva, es mucho mas
positivo degradarlo en su totalidad. Con ello no sélo se evita la
posible entrada en la celula de los restos del acido nucléico y su
posible recombinacion con el ADN mixobacteriano, sino que ademas se
proporciona fosfato, azucares Yy bases nitrogenadas que pueden ser

transportadas al interior.

En este sentido, las fosfatasas de M. coralloides D estan
también unidas a membranas (Gonzéalez et al, 1988) y, especialmente
la fosfatasa alcalina, que tiene un pH 6ptimo de 8 y una temperatura
optima similar, podria cooperar con las nucleasas. La produccioén de
fosfatasas y nucleasas ha sido estudiada en diversos
microorganismos deslizantes como varias especies de Capnocytophaga
(Poirier y Holt, 1983), Cytophaga y Lysobacter enzimogenes (von
Tigerstrom, 1984; von Tigerstrom y Stelmaschuck, 1987).

Por otra parte, se ha descrito que durante la predacion y
fructificacion se produce el lanzamiento de componentes del
peptidoglicano desde las paredes celulares (Vireman y Dworkin, 1972;
Sudo y Dworkin, 1972) con objeto de inducir ondulamiento en el
enjambre. También durante la formacién de mixésporas, las paredes
celulares se debilitan y son mucho mas sensibles a los agentes
erosivos, favoreciendo mas la lisis en la fructificacién lo que para
algunos autores (Zusman, 1984) da un significado no cooperativo a

este fenomeno.

Esto nos indica que la compartimentacion de los enzimas

que se hayan en el espacio periplasmico no es algo rigido y que en
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un momento determinado en que sean necesarios (la predacién o la
fructificacién) pueden ser lanzados al exterior y ponerse en
contacto con el sustrato. Incluso, durante la fructificaciém, en que,
segun la teoria clasica, hay una autolisis del 80% de las células con
ubjeto de "alimentar" al 20% restante, las nucleasas de las células
lisadas entrarian en contacto con su propio ADN para degradarlo y
proporcionar fésforo, azucares y nitrégeno al resto de las celulas,
asegurando al mismo tiempo que, en un momento en que las células
supervivientes tienen unas membranas algo desorganizadas y labiles,
ningun ADN foraneo pueda penetrar y alterar el equilibrio gemetico
del enjambre que en un futuro aparecera a partir de este cuerpo

fructificante.
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CONCLUSIONES

Las tres actividades DNasas deiectadas en el extracto libre de
celuias de Myxococcus coralloides D responden a tres enzimas
diferznzes denominados DNasa G, DNasa M y DNasa P, cuyos pesos
moleculares se estiman en 44000, 48000 y 37000 daltomns

respectivamente.

De acuerdo con el efecto de los inhibidores especificos
estudiados, la actividad de las tres nucleasas depende
fuertemente de su union al sustrato, recae parcialmente en grupos

carvoxilos y no depende de grupos sulfidrilos.

Dus de los enzimas estudiados, las DNasas M y P, tienmen actividad

endonucleolitica, mientras que no ocurre lo mismo con la DNasa G.

las ires DNasas responden a una tipica cinetica de Michaellis—
Menten, con Km similares. Tanto la DNasa M como la P degradan el
ADK proporcionalmente hasta agotar el sustrato, mientras que la

DFasa G no llega a degradarlo completamente.

las DNasas M y P se encuentran localizadas en el espacio
periplasmico, mientras que la DNasa G se relaciona con la

memdrana citoplasmatica.

La actividad DNasa total de Nyxococcus coralicides D se mantiene
alta tanto a lo largo del crecimiento vegetativo como de la

formacion de mixosporas.
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