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Summary

Study on paralogous genes encoding eukaryote-like protein
kinases in Myxococcus xanthus.

INTRODUCTION The soil §-proteobacterium Myzococcus xanthus is a model
for prokaryotic development due to its unique social life cycle. In the presence of
nutrients, cells feed cooperatively in coordinated groups, following the vegetative
cycle. Upon starvation, thousands of bacteria coordinate their movement and migrate
to certain points, where they build macroscopic structures called fruiting bodies,
inside of whiches the elongated rods differentiate into coccoid resistant myxospores.

M. zanthus contains a kinome that includes 99 Ser/Thr protein kinases (STPKs),
an unusual number compared to most of the prokaryotes. However, only several
STPKs have been characterized in this bacterium. We are deciphering the role in
development of four pairs of genes that encode STPKs, which are MXAN 1233 and
MXAN 1234, MXAN 2176 and MXAN 2177, MXAN 3182 and MXAN 3183,
and MXAN 4841 and MXAN 4842. They show the peculiarities of being related
phylogenetically, exhibiting microsynteny and being conserved among other myxo-
bacteria species.

OBJECTIVES Our main purpose for this thesis was to elucidate the role of these
duplicated pairs of Ser/Thr kinases in the life cycle of M. zanthus. To achieve that
goal, we proposed several objectives:

= To characterize these STPKs, on the basis of their DNA and aminoacid se-
quences.

= To study the gene expression of the STPKs during the vegetative life cycle and
development.

= To construct in-frame deletion mutants of these STPKs and analyze their phe-
notype.

» To study the signal transduction pathway(s) in which(es) these STPKs parti-
cipate.
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RESULTS Bioinformatic analysis revealed that these pairs of genes of M. zant-
hus coding STPKs are present in most sequenced species belonging to the suborder
Cystobacterineae, i.e., Anaeromyzobacter dehalogenans, Stigmatella aurantiaca, Co-
rallococcus coralloides, Myxococcus fulvus, and Hyalangium minutum. Moreover, the
number of copies of these pairs of genes increases with the size of the genome. The
pairs of genes conserve microsynteny, appearing always one next to another. They
are generally preceded by a gene that codes a protein with a domain of unknown
function (DUF:2381, PF09544.5), which is only found in myxobacteria.

The STPKs located upstream in each pair, that is, MXAN 1233, MXAN 2176,
MXAN 3182, and MXAN 4842, conserve all the invariant residues in the eleven
domains described in the protein kinase family required for catalytic activity. In con-
trast, the second STPKs of the pair, i.e., MXAN 1234, MXAN 2177, MXAN 3183,
and MXAN 4841, located downstream, have a cytoplasmic localization and belong
to the so-called non-D kinases because they lack the aspartate residue of the HRD
motif situated in the subdomain VIb, which is essential for activity. It is therefo-
re plausible to catalogue them as pseudokinases, according to Zeqiraj y van Aalten
(2010).

By fusing the genes MXAN 1233, MXAN 2176, MXAN 3182, and MXAN 4842
to the gene lacZ of Escherichia coli we analyzed gene expression of the STPKs during
vegetative growth and developmental cycle. We did not detect any expression, so we
concluded that the kinases maintain very low or none expression in the conditions
tested.

The construction of single, double, and multiple in-frame deletion mutants of
these STPKs indicated that they are involved in phase variation. Most of the mu-
tants showed a tendency to develop a tan phenotype. Tan mutants showed defective
motility growing in nutritive medium with agar, and a faster growth capacity while
growing in nutritive liquid medium. Moreover, tan mutants were affected in develop-
ment, showing a delay in fruiting body formation. Surprisingly, once the development
cycle was completed, the tan mutants showed increased capacity for myxospore for-
mation and germination.

Since no gene expression for the STPKs was detected, we designed and construc-
ted a set of integrative expression vectors for M. zanthus whose expression can be
regulated by adding copper to the culture media. These vectors were designed to
overexpress, among other genes, the genes coding STPKs. Afterward, we analyzed
vegetative growth and development of the wild type strain DK1622 in the presence
of copper. Unfortunately, copper showed to slightly affect development and sporula-
tion of the strain DK1622. Simultaneously, it was discovered that metals (Fe) could
interfere with the process of phase variation (Dziewanowska et al., 2014). Later on,
we detected that tan strains tend to accumulate selectively more iron than yellow
variants during development.

Seeing that phase variation and several development features are affected in the
deletion mutants of the STPKs, and copper could interfere with the phenotype cau-
sed by the mutations, we decided not to continue with overexpression. Nevertheless,
these results were published in the journal Applied and Environmental Microbio-
logy Gomez-Santos et al. (2012). The vectors had great acceptance by the scientific



community and have been used by several research groups in the research field of
myxobacteria (Harms et al., 2013; Iniesta, 2014; Iniesta et al., 2012; Nan et al., 2013,;
Treuner-Lange et al., 2013).

Since the deletion mutants are affected both in phase variation and development,
we considered interesting to elucidate in which moment of development the kinases
and pseudokinases are functioning. For that reason, we determined A-signal and C-
signal transmission during development by fusing A-signal and C-signal dependent
genes to lacZ of E. coli. The wild type tan variant of M. zanthus showed higher levels
of C-signal transmission compared to the wild type yellow variant, and that STPKs
contribute to regulation of C-signal transmission since several deletion mutants of
the STPKs, including an octuple mutant of the four pairs, showed delayed but a
higher level of transmission of that signal.

Finally, in order to elucidate the signal transduction pathway in which these
STPKs participate, we tested in wvivo protein-protein interactions, using a bacte-
rial two-hybrid system (Battesti y Bouveret, 2012). Pseudokinase MXAN 1234 sho-
wed interaction forming homooligomers that interact head-to-tail. However, kinase-
pseudokinase MXAN 1233-MXAN 1234 showed no protein-protein interaction and
no homodimers of MXAN 1233-MXAN 1233 were detected under the conditions
assayed.

Further studies involving transcriptomics, proteomics, and phosphoproteomics
techniques will be helpful in improving our understanding of the physiological pro-
cess and signal transduction pathway of M. zanthus in which these eight STPKs
participate.

MAIN CONCLUSION Multiple copies of phylogenetically related paired genes
coding STPKSs are conserved and maintain microsynteny in M. zanthus as well as in
other myxobacteria in the suborder Cystobacterineae. The gene situated upstream
encodes a functional kinase that conserves all the catalytic residues, while the gene
downstream codes a kinase which can be catalogued as a pseudokinase since it lacks
the catalytic aspartic acid residue in the HRD motif. These STPKs are, either directly
or indirectly, involved in the process of phase variation of M. zanthus, and regulate
other characteristics of the developmental life cycle, ¢. e. fruiting body formation,
sporulation, germination, and signals transmission.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Biologia de Myxococcus zanthus

Las mixobacterias son un conjunto de bacterias englobadas en el orden Myzo-
coccales, dentro de las d-proteobacterias. Son bacilos Gram negativos, alargados (de
3-12 um de largo por 0,7-1,2 um de didmetro), y sin flagelos. Habitan sobre todo
en la superficie de suelos ricos en materia organica, aunque se han podido aislar a
partir de superficies rocosas, agua dulce y agua marina (Velicer y Hillesland, 2008;
Li et al., 2012). Producen metabolitos secundarios interesantes para la industria
biotecnologica, como antibitticos y anticancerigenos (Diez et al., 2012).

La principal peculiaridad de estas bacterias reside en su comportamiento multi-
celular. Durante todo su ciclo ocurren procesos de movilidad, comunicacién y coor-
dinaciéon celular. Durante el crecimiento vegetativo, se alimentan por depredacién
cooperativa; en ausencia de nutrientes las mixobacterias emprenden el ciclo de desa-
rrollo, que culmina con la formaciéon de cuerpos fructiferos llenos de mixosporas
(Kaiser, 2003).

Myxococcus zanthus es la especie de mixobacteria mas estudiada y es considerada
como uno de los modelos de comportamiento multicelular y desarrollo en procariotas.

1.1.1. Ciclo de vida
Ciclo vegetativo

En presencia de nutrientes, M. zanthus lleva a cabo la fase vegetativa del ciclo,
durante la cual los bacilos se deslizan juntos sobre la superficie del sustrato formando
colonias moviles denominadas enjambres (Figura 1.1, ilustracion 1).

En esta fase del ciclo las células se alimentan de forma cooperativa a partir de
materia organica o incluso depredando otros (micro)organismos tanto procariotas co-
mo eucariotas (Figura 1.1, 2). Producen enzimas extracelulares capaces de hidrolizar
proteinas, acidos nucleicos, ésteres de acidos grasos, peptidoglucano y polisacéridos
(incluyendo celulosa). La formacion de enjambres permite reducir el coste que su-
pone la liberacién al medio de estas enzimas, ya que también son utilizadas por las
células vecinas. Durante esta fase se produce un movimiento ondulatorio coordinado
denominado rippling (Velicer y Vos, 2009). Al tiempo que se alimentan, los bacilos
se multiplican por fisién binaria (Figura 1.1, 3) haciendo crecer el enjambre.
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Figura 1.1: Ciclo de vida de M. zanthus. Ciclo vegetativo: 1. Enjambre. 2. Alimentacion
cooperativa por microdepredacion. 3. Reproduccion por fision binaria. Ciclo de desarrollo: 4.
Rippling y agregacién. 5. Formacién de cuerpos fructiferos llenos de esporas. 6. Mixosporas
maduras. 7. Germinacién. 8. Variaciéon de fase.



1.1. Biologia de Myzococcus zanthus

Ciclo de desarrollo

Cuando existe escasez de nutrientes en el medio (agotamiento de la fuente de
carbono, nitrogeno o fosforo), se induce el ciclo de desarrollo. Ademas de este desen-
cadenante, la induccion del ciclo de desarrollo requiere dos condiciones: una densi-
dad celular elevada, ya que es necesario que se produzca un intercambio de senales
entre células, y un sustrato sélido que permita el desplazamiento de las células.

Cuando se cumplen las tres condiciones mencionadas las mixobacterias dejan de
desplazarse hacia fuera del enjambre y se desencadena una movimiento ritmico de
las células hacia dentro del enjambre, de manera que, transcurridas unas 4-6 horas,
las células se iran acumulando en puntos determinados, formandose asi los llamados
centros de agregacion (Figura 1.1, 4). Mientras, fuera de estos monticulos se
produce el fenémeno del rippling que arrastrard mas células a dichos centros de
agregacion.

Estos centros creceran de tamafio hasta formar, tras 24 horas, unas estructuras
macroscopicas denominadas cuerpos fructiferos, que contiene cada uno alrededor
de 10° células (Figura 1.1, 5). La morfologia de los cuerpos fructiferos depende de la
especie: mientras en M. zanthus son monticulos, otras especies desarrollan cuerpos
pedunculados, incluso ramificados, y que pueden contener numerosos esporangios.
Tradicionalmente, la morfologia de los cuerpos fructiferos ha sido un criterio de cla-
sificaciéon taxonémica hasta la era de la secuenciacion, el la que se hicieron filogenias
en base al ARN ribosémico 16S y se demostré que las mixobacterias son un grupo
monofilético (Shimkets y Woese, 1992; Sproer et al., 1999).

Tras 24 a 72 horas desde el comienzo del desarrollo, los bacilos dentro de los
cuerpos fructiferos se diferencian a mixosporas (Figura 1.1, 5 y 6), que son células
de resistencia metabolicamente durmientes, resistentes al calor, la desecaciéon y a la
luz UV, que alcanzaran su madurez tras 72 horas desde el comienzo del desarrollo.
Las mixosporas representan solamente un 10-20 % de la poblacién original que inici6
el desarrollo. Un 30% de los bacilos vegetativos se diferenciardn a un morfotipo
denominado bacilos periféricos, que se encuentran en estado de latencia y no se
multiplican salvo que se restablezcan los nutrientes. La funcién de estos bacilos atn
es desconocida, pero las hipotesis principales son que posibilitan el aprovechamiento
de pequenas cantidades de nutrientes que pueden reaparecer en el medio (O’Connor
y Zusman, 1991) y que protegen a los cuerpos fructiferos de posibles depredadores y
de la colonizacion por parte de otros microorganismos (Shimkets, 1999).

Finalmente, el resto de células sufre una muerte programada (Wireman y Dwor-
kin, 1977; Lee et al., 2012). Cuando se restablecen las condiciones nutricionales, las
mixosporas germinan generando células vegetativas que reanudan el ciclo vegetativo
(Figura 1.1, 7).

Todo el proceso requiere unas 72 horas para completarse, durante las cuales se
produce una minuciosa regulacién de la expresion génica y del movimiento celular
(Miiller et al., 2010), transmitiéndose gran cantidad de senales extracelulares (Kaiser,
2003; Konovalova et al., 2010; ?).
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1.1.2. Variacién de fase

Durante el crecimiento vegetativo, M. zanthus sufre un proceso de variacién de
fase (Figura 1.1, 8).

La variacién o cambio de fase es un fenémeno de plasticidad fenotipica re-
versible, descrito tanto en bacterias como en eucariotas, cuyo objetivo final es una
mejor adaptacién al medio. El cambio de fase se ha estudiado principalmente en
patogenos, que obtienen beneficio al variar sus antigenos de superficie, evadiendo el
sistema inmune del hospedador (Van Der Woude y Biaumler, 2004).

El cambio de fase se produce mediante varios mecanismos, la mayoria de los
cuales implican cambios en la secuencia de ADN, que se traducen en cambios en la
expresion génica y por consiguiente en los componentes celulares, que determinarén
un fenotipo diferente. Los mecanismos de cambio en la secuencia ADN son varia-
dos y pueden consistir en errores de alineamiento en secuencias repetitivas durante
la replicaciéon del cromosoma, recombinaciéon homologa, inversién de secuencias, o
insercion y escision de elementos transponibles (Van Der Woude y Baumler, 2004).

Lo que distingue a este proceso de la regulacion génica clésica es la heredabili-
dad de una generacion a otra mediante mecanismos epigenéticos (Van Der Woude y
Béumler, 2004). Los mecanismos epigenéticos descritos consisten en metilacion del
ADN. El estado de metilacion de una secuencia afecta a la unién de proteinas regula-
doras y por tanto a la transcripcion génica (Van Der Woude y Baumler, 2004; Bayliss
y Palmer, 2012). Este proceso, aunque heredable, es reversible. Asi pues, la mayoria
de las células hijas heredan la fase parental, pero una minoria cambia su patrén de
expresion y exhibe una fase o fenotipo diferente. El ambiente, ademés, es un factor
que puede afectar a la tasa de variacién de fase y a las proporciones que presenta

cada fase en la poblacion (Van Der Woude y Béumler, 2004; Van Der Woude, 2006).

El papel de este proceso en no patdgenos es menos comprendido. Se ha demos-
trado que en bacterias comensales o del suelo, como Bacillus subtilis, el cambio de
fase interviene en la capacidad de formacion de biopeliculas (Van Der Woude, 2006).
M. zanthus es una bacteria no patoégena, del suelo, que puede estar sujeta a grandes
cambios ambientales asi como a depredadores, con lo cual se expone la hipdtesis de
que la variacion de fase es critica para su supervivencia ante factores externos (Dahl
et al., 2011).

El proceso de variacién de fase provoca en M. zanthus la aparicién de dos tipos
celulares con fenotipos diferentes: una fase amarilla o yellow, y una fase parda
o tan, que se manifiestan macroscépicamente como dos tipos de colonias diferentes
(Furusawa et al., 2011). Las células en fase yellow son competentes en movilidad y
presentan aspecto rugoso, mate y bordes con flecos. Se agregan facilmente formando
una biopelicula y sintetizan el pigmento DKxanteno que les confiere un color amarillo
intenso (Meiser et al., 2006, 2008; Furusawa et al., 2011). Por el contrario, las células
en fase tan carecen del pigmento amarillo DKxanteno, por lo que la apariencia de las
colonias es de un color marrén palido, con bordes redondeados, y aspecto mucoso y
brillante. Las células tan son deficientes en movilidad, no se agregan tan facilmente
y crecen hasta una mayor densidad celular cuando se cultivan en medio liquido.

En una poblacién promedio de M. zanthus, las células en fase yellow son mayo-
ritarias, presentandose en un 75-99 %, mientras que las células tan representan un
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Figura 1.2: Variacion de fases en M. zanthus. A) Enjambre de M. zanthus en fase yellow.
B) Enjambre de M. zanthus en fase tan. Barra de escala = 1 cm.

1-25% (Laue y Gill, 1995). Por tanto, en las poblaciones de las cepas silvestres de M.
zanthus, como la cepa DK1622, las colonias amarillas son las predominantes. En el
caso de las colonias tan, las proporciones se invierten, existiendo mayoritariamente
células tan y solo 1-25% células yellow. La tasa de cambio de una fase a otra en
M. zanthus se ha descrito como 1072 ¢ 1072 por célula y por generaciéon (Laue y
Gill, 1994), aunque se conoce por estudios en otras bacterias que las condiciones de
cultivo pueden afectar a la tasa de cambio (Van Der Woude y Baumler, 2004). Los
mecanismos que permiten el cambio de fase en M. zanthus atn se desconocen.

Durante el ciclo de desarrollo, las distintas fases de M. zanthus también presentan
diferencias. Las poblaciones tan no forman cuerpos fructiferos o lo hacen de forma
deficiente. En caso de formarse mixosporas, éstas presentan menor viabilidad (Laue
y Gill, 1995; Furusawa et al., 2011).

Datos obtenidos del transcriptoma de variantes yellow y tan, analizados por mi-
croarrays y RT-PCR, han demostrado que existen diferencias en expresiéon de genes
entre estos dos tipos celulares (Furusawa et al., 2011; Dziewanowska et al., 2014).
Por ejemplo, se demostré experimentalmente que en las células de fase yellow existe
una mayor expresion de los genes de la sintesis del DKxanteno, ademas de otros poli-
cétidos como el antibidtico mixovirescina. En cambio, entre los genes cuya expresion
es mayor en la fase tan, se encuentran sider6foros y proteinas transportadoras de
hierro, y proteinas quinasas de tipo eucariota, que son de especial interés para esta
tesis doctoral.

Atn no se conoce con certeza la funciéon de cada subpoblaciéon. Por un lado, se
especula que las células en fase yellow, con su capacidad de movilidad, proporcionan
alimento y sintetizan metabolitos secundarios que protegen a la poblacién de factores
ambientales y depredacion, senalizan el ciclo, y contribuyen a la morfogénesis de los
cuerpos fructiferos y a la esporulaciéon. Por otro lado, la subpoblacién de células
tan es mas abundante tras la germinacién, con lo cual las células tan parecen ser
las destinadas a diferenciarse en mixosporas (Laue y Gill, 1995; Dahl et al., 2011;
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Furusawa et al., 2011). Ademés, las células tan contribuirian a la supervivencia del
enjambre gracias a su resistencia a la lisis celular y a su capacidad de adquisicién
de hierro del medio cuando éste es deficiente (Furusawa et al., 2011; Dziewanowska
et al., 2014).

1.1.3. Movilidad

Muchas bacterias se mueven o desplazan, y para ello han desarrollado diversas
estrategias. Mientras en medio liquido o muy hiimedo predominan los flagelos, sobre
superficies poco humedecidas predominan otros mecanismos como el deslizamiento
(gliding) o la movilidad a tirones (twitching) (Bardy et al., 2003; Nan et al., 2014).
Las células de M. zanthus carecen de flagelos y no nadan en medio liquido, pero se
mueven sobre superficies solidas, desplazandose a lo largo de su eje longitudinal. La
movilidad es necesaria para formar enjambres en busca de una fuente de nutrientes y
realizar los movimientos ondulatorios o de rippling, asi como para agregarse durante
el ciclo de desarrollo (Mauriello et al., 2010). El desplazamiento suele ser ritmico, y
las células invierten la polaridad y se desplazan en sentido opuesto cada 10 minutos
aproximadamente(Kaiser, 2003).

El desplazamiento de M. zanthus esté controlado por dos mecanismos de movili-
dad independientes: la movilidad S o social, y la movilidad A o aventurera.
Ambas acttian de forma sinérgica para llevar a la célula en una misma direccion.

Movilidad social

La movilidad social es responsable del desplazamiento en grupo de las células,
y es muy dependiente del contacto célula-célula (Kaiser, 2003). Este tipo de movilidad
es proporcionada por pili tipo IV, que en ntimero de 5 a 10, estdn situados en
el extremo delantero de la célula, se adhieren al sustrato o a células vecinas y se
retraen para tirar de la célula y desplazarla (Figura 1.3, A). También es necesaria la
produccion de matriz extracelular para la correcta retraccion de los pili (Li et al.,
2003; Mauriello et al., 2010). Este mecanismo es equivalente a la movilidad a tirones
o twitching descrita en otras bacterias (Bardy et al., 2003).

Mutantes de M. zanthus defectivos en movilidad aventurera (A- S+) ponen de
manifiesto la movilidad social. En estos mutantes las colonias presentan bordes de-
finidos, con prolongaciones o penachos formados por grupos de células, y nunca se
observan bacterias aisladas en los bordes (Kaiser, 2003). En los enjambres silvestres
también se observan estos penachos (Figura 1.3, C). La movilidad social también se
puede estudiar en cepas silvestres de M. zanthus cuando se cultivan en placas de
agar blando (al 0,5 %) (Shi y Zusman, 1993). Puesto que en sustratos tan blandos y
hiimedos el mecanismo de movilidad aventurera no funciona, el iinico desplazamiento
visible en dichos sustratos se debe al mecanismo de movilidad social.
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Figura 1.3: Movilidad social y aventurera en M. zanthus. A) Mecanismo de movilidad social
por pili tipo IV. Los pili se adhieren a la superficie del sustrato o de otras células y se retraen
para hacer avanzar a la célula. B) Mecanismo de movilidad aventurera. Los motores (puntos)
viajan por la hélice de citoesqueleto. En el sentido contrario a la marcha (hélice amarilla), se
adhieren al mucilago secretado sobre el sustrato y hacen girar la hélice, haciendo avanzar a la
célula como un tornillo. Los motores regresan por la hélice en sentido contrario (hélice azul),
sin ofrecer rozamiento sobre el sustrato. Adaptado de Nan et al. (2014). C) Fotomicrografia
del borde de un enjambre de M. zanthus silvestre creciendo en agar al 1,5%. Se pueden
observar células aventureras (flechas) y grupos de células con movilidad social (circulos). La
barra representa 25 pm.
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Movilidad aventurera

La movilidad A o aventurera es la encargada del desplazamiento individual de
las células. En aquellas cepas mutantes de M. zanthus que s6lo presentan movilidad
aventurera (A+ S-) se observan facilmente células aisladas que se desplazan hacia
fuera de los bordes de la colonia (Figura 1.3, C)) (Shi y Zusman, 1993).

En este mecanismo, el movimiento celular es suave y mantenido sobre la super-
ficie. Se clasifica como movilidad por deslizamiento, aunque son muy heterogéneos
los mecanismos que se engloban dentro de este tipo de movilidad (Bardy et al., 2003;
Nan et al., 2014).

Este movimiento aventurero se lleva a cabo gracias a la existencia de unos motores
proteicos que transitan por una hélice de citoesqueleto dispuesta a lo largo de la
bacteria, y que se anclan a un mucilago de naturaleza polisacaridica producido por
la propia bacteria (Figura 1.3, B)). Los motores se fijan al mucilago y mediante
fuerza protén motriz rotan la hélice, haciendo avanzar a la bacteria. Los motores
adheridos al mucilago permanecen inméviles respecto al sustrato, y es la bacteria la
que rota sobre esos motores, avanzando como un tornillo. El polisacarido se adhiere
mas al sustrato que a la superficie bacteriana, por eso la bacteria se desliza sobre
el mucilago adherido al sustrato, al igual que un caracol. El mucilago es necesario
para que exista movilidad aventurera, y al resto de células les es mas facil seguir este
rastro de mucilago que crear uno nuevo (Nan et al., 2014).

Los motores que llegan al extremo caudal regresan al extremo frontal por la
misma hélice, que es cerrada y recorre la célula también en el otro sentido. En un
sentido de la hélice, los motores se acumulan en los puntos ventrales que estan en
contacto con el sustrato, se frenan por el mucilago y promueven el desplazamiento
celular; en el otro sentido los motores vuelven al extremo frontal para ser repuestos.
Estos motores que se desplazan en sentido contrario no contrarrestan el movimiento
porque hay menos cantidad de motores volviendo que yendo, y la fuerza resultante
hace que la célula avance. El cambio de direccién se produce por la diferente cantidad
de motores que recorre cada hélice (Nan et al., 2014).

Este mecanismo sélo funciona cuando la bacteria se desliza sobre una superficie
solida, como el agar a una concentracion a partir de 1,5% (Shi y Zusman, 1993).
Por tanto, la movilidad aventurera se puede medir cultivando la mixobacteria en
placas de agar duro, y midiendo el didmetro de las colonias. Este mecanismo es el
que permite a las bacterias avanzar rapidamente més alla del borde de la colonia,
por ello el diametro de la colonia esté determinado por las bacterias aventureras.

1.1.4. Transmision de senales durante el desarrollo

Al iniciarse el ciclo de desarrollo se desencadena una serie de senales intercelulares
necesarias para regular la coordinacién de las células durante todo el proceso. Se han
identificado genéticamente 5 sefiales intercelulares, que han sido denominadas A, B,
C, D y E (Kaiser, 2004; Konovalova et al., 2010). Todas ellas son esenciales para
culminar con éxito el ciclo de desarrollo, ya que los mutantes deficientes en alguna
de estas senales no pueden llevar a cabo un desarrollo correcto. De todas las senales,
solamente las senales A y C han sido caracterizadas quimicamente. Asimismo, ha
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sido caracterizada su transmision a lo largo del desarrollo gracias a fusiones con
genes marcadores (Kroos et al., 1986). Aun permanecen sin identificar las moléculas
que producirian el resto de senales intercelulares.

Cuando existe agotamiento de nutrientes en el medio, previamente a la pro-
duccién de estas senales se desencadena, como en muchas bacterias, la respuesta
estricta. El agotamiento de nutrientes se detecta por la ausencia de aminoacidos
en el medio, ya que éstos son la principal fuente de carbono y nitrégeno. Como res-
puesta a estas condiciones se detiene la sintesis de proteinas para crecimiento, a la
vez que comienza la sintesis de guanosin tetra/pentafosfato, (p)ppGpp. Se detiene
el crecimiento y comienza la sintesis de aminoacidos y proteolisis controlada para
autoabastecimiento. La acumulacién de este nucledtido es necesaria y suficiente para
la entrada en el ciclo de desarrollo. Su acumulacién también induciré la produccién
de senal A.

Senal A

El sistema de senial A funciona como un sistema sensor de quorum que indica
a las mixobacterias la densidad celular existente, y ademés evalua la cantidad de
nutrientes disponibles. Esta informacién ayudard a las mixobacterias a elegir entre
dos alternativas. Una de ellas es la entrada en el ciclo de desarrollo, si la poblacién
celular y los nutrientes son suficientes. La otra opcién consiste en mantener una mi-
nima tasa de crecimiento vegetativo, y se escoge cuando los nutrientes ni siquiera son
suficientes para poder iniciar el ciclo de desarrollo (Kaiser, 2004, 2003; Konovalova
et al., 2010).

La senal A consiste en un conjunto de proteasas extracelulares, asi como los
péptidos y aminoéacidos liberados por éstas. Las proteasas secretadas digieren
proteinas de la superficie de la propias células liberando péptidos y aminoéacidos al
medio extracelular. Si la densidad celular es suficiente y se alcanza un umbral deter-
minado de senal A, se desencadena la expresion de ciertos genes que son dependientes
de la sefial A. Dichos genes comienzan a expresarse a partir de las 2 horas desde la
privacion de nutrientes (Konovalova et al., 2010, 2012).

El operon responsable de producir la sefial A es el operén asg, formado por 5
genes. La escasez de nutrientes es captada por la proteina sensora AsgA, codificada
por asgA, el primero de los genes del operon asg, que codifica una histidina quinasa
receptora. Se produce una cascada de fosforilacién hasta AsgB (gen asgB), un factor
transcripcional que al fosforilarse se une al ADN y activa la expresion de genes
encargados de producir la senial A, principalmente proteasas extracelulares. Ademés
de los genes mencionados, existen otros: asgC es un factor sigma, asgD es otra
histidina quinasa, y asgF es una amidohidrolasa. Se piensa que todas participan en
la misma ruta de transduccion de senales (Figura 1.4) (Konovalova et al., 2012).

A pesar de que los genes necesarios para producir la sefial A se han identificado,
ni las proteasas ni los receptores han sido identificados ain. Se cree que la senal A es
recibida por un sistema de dos componentes denominado SasS/SasR, cuya histidina
quinasa SasS detecta los aminoacidos y péptidos liberados, y cuyo regulador de res-
puesta SasR activa los genes dependientes de la senal A (Figura 1.4) (Kaiser, 2004;
Konovalova et al., 2012).
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Figura 1.4: Produccién y recepcion de la senal A. Adaptado de Kaiser (2004).

El gen Q4521 es un gen cuya expresion depende de la senal A, asi como de niveles
elevados de (p)ppGpp intracelular (Figura 1.4) (Keseler y Kaiser, 1995). Este gen
ha sido muy utilizado para estudiar la transmisién de la sefial A en muchas cepas
de M. zanthus. Segun la hipotesis actual, el sistema de dos componentes SasS/SasR
activaria la expresion del gen 94521. A pesar de inducirse durante el desarrollo, no
es esencial para la esporulacion (Kaiser, 2004).

Senal C

La senal C desencadena tres procesos del desarrollo y ademds controla que se
produzcan en el orden correcto: primero el proceso del rippling, més tarde la agre-
gacion y finalmente la esporulacion. La transmision de esta sefial es absolutamente
necesaria para completar el desarrollo.

El operédn csg es el responsable de producir la senal C. El gen ¢sgA codifica una
proteina CsgA de 25 kDa (p25), que se secreta y queda anclada en la membrana ex-
terna (Figura 1.5). Una vez alli es cortada por la proteasa extracelular PopC, dando
como resultado una proteina de menor tamano (17 kDa). Esta proteina, p17, ex-
puesta en la membrana externa, es la senal C. Es una senial no difusible, y por
ello su transmisiéon requiere contacto directo entre células y un alineamiento celular
adecuado. El contacto cabeza-cola entre células es el que permite la transmision de
la senal C (Kaiser, 2003; Konovalova et al., 2010).

Cada proceso desencadenado por la senal C se origina con un umbral
diferente en la concentraciéon de la misma. La senal es producida durante el cre-
cimiento vegetativo, pero en cantidades casi imperceptibles por las células. El numero
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Figura 1.5: Produccién y recepcion de la sefial C. Adaptado de Kaiser (2004).

7

de moléculas de senal C va creciendo en superficie celular a lo largo del desarrollo,
mediante un mecanismo de retroalimentacién positiva. Su produccién comienza a in-
crementar tras 3 horas desde la privacién de nutrientes, y entre 8 y 18 horas después
ya existen varios cientos de moléculas por célula. Con umbrales bajos de concen-
tracion se desencadena el rippling, a un umbral intermedio se forman los agregados.
Los niveles de senal C alcanzan un méximo durante la esporulacién; este pico solo
se alcanza dentro del cuerpo fructifero. Los bacilos periféricos intercambian menores
niveles de sefial C y por ello no se agregan ni esporulan (Kaiser, 2003). Los genes
que dependen de la transmision de senal C comienzan a expresarse tras 6 horas del
comienzo del desarrollo (Konovalova et al., 2010, 2012).

La senal C es percibida por un receptor aun desconocido. Segun la hipoétesis
actual, este receptor estaria presente en la membrana de la célula receptora y al in-
teraccionar con la sefial C produciria una cascada de fosforilacion que se transmitiria
hasta el regulador de respuesta FruA (Figura 1.5). En respuesta a la senal C, FruA
es fosforilado y activa dos rutas. Una de ellas, activada por niveles bajos-medios de
senal C, desencadena la agregacion, modificando la expresion de los genes frz. Estos
genes codifican un sistema quimiosensor que regula la frecuencia de reversién del
desplazamiento, favoreciendo que las células viajen en circulos y se acumulen en los
centros de agregacion. La otra ruta activada a niveles altos de senal C, desencadena
la esporulacién, de la que es responsable el operon dev. FruA actia junto con el re-
gulador transcripcional MrpC2 para activar otros genes dependientes de la senal C,
como los genes fmg. Entre ellos, el gen fmgE (MXAN 3464) es interesante para
estudiar la transmision de la sefial C en cepas de M. zanthus (Kroos et al., 1986;
Kaiser, 2004; Inouye y Nariya, 2008; Campbell et al., 2015).

Las senales A y C se transmiten de forma sucesiva durante el desarrollo. Reciente-
mente se ha demostrado que la senal C, que en principio se consideraban dependiente
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de la senial A, se activa por una ruta independiente. (Konovalova et al., 2012).

1.2. Quinasas de tipo eucariota en bacterias

1.2.1. Transduccién de senales en bacterias

El fosfato juega un papel importante en biologia formando parte de moléculas
esenciales para la vida como el adenosin trifosfato (ATP) o los acidos nucleicos co-
mo en ADN y el ARN (Hunter, 2012). Asimismo, posee un papel fundamental en
senalizacion. Una de las modificaciones postraduccionales més comunes que ocurren
en una proteina tras su sintesis es la adicién de un grupo fosforilo a uno o varios de
sus aminoédcidos mediante enlace covalente. Este proceso es conocido como fosfori-
lacién.

En todos los seres vivos, existen mecanismos de transduccion de senales que
permiten transmitir informacion a la célula en respuesta a un estimulo especifico, que
puede ser intracelular o extracelular, para generar una respuesta adecuada a dicho
estimulo. Estos mecanismos aseguran la adaptaciéon a los cambios en el medio y la
supervivencia de la célula u organismo.

La fosforilaciéon es una de las modificaciones postraduccionales mas estudiadas
en transducciéon de senales. Un grupo fosfato de una proteina puede interaccionar
con otros aminoécidos de la misma proteina o de otras proteinas formando puentes
de hidrogeno o salinos (ion-ion), lo cual provoca cambios en las propiedades fisico-
quimicas de dicha proteina y puede modificar su actividad enzimatica, inducir una
interaccion con otra proteina, cambiar su localizacion subcelular, etc. (Kobir et al.,
2011).

La adicién de un grupo fosforilo puede ocurrir en 9 de los 20 aminoécidos que
componen las proteinas (Ser, Thr, Tyr, Arg, Lys, His, Cys, Asp y Glu). La fosfo-
rilacion en histidina (His) y acido aspartico (Asp) es predominante en sistemas de
senalizacion bacterianos, mientras que la fosforilacion en serina (Ser), treonina (Thr)
y tirosina (Tyr) es la mas abundante en eucariotas (Pereira et al., 2011). No obstan-
te, ambos sistemas de fosforilacion se pueden encontrar tanto en procariotas como
en eucariotas (Stock et al., 2000).

Los mecanismos de transduccion de senales descritos en bacterias son
de cuatro tipos: sistemas de un componente, sistemas de dos componentes, facto-
res o de tipo ECF (estracitoplasmic function) y Ser/Thr/Tyr quinasas y fosfatasas
(Whitworth y Cock, 2008; Munoz-Dorado et al., 2012, 2014). De los cuatro, s6lo dos
de ellos conllevan procesos de fosforilacion: los sistemas de dos componentes y las
Ser/Thr/Tyr quinasas.

Los sistemas de dos componentes representan el sistema sensorial tipico de
procariotas. En un sistema de dos componentes prototipico, el primero de los compo-
nentes es una histidina quinasa (HK) sensora que se autofosforila en un residuo
de His al recibir un estimulo ambiental. A continuacién, el grupo fosforilo es traspa-
sado al segundo componente, el regulador de respuesta (RR), que lo incorpora
en un residuo de Asp. El regulador de respuesta fosforilado se une al ADN. La res-
puesta consiste generalmente en la expresiéon de genes que elaboran una respuesta al
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estimulo inicial. En la mayoria de los casos, cuando la HK no est4 recibiendo nin-
gun estimulo, ella misma actta como fosfatasa para su RR asociado (Capra y Laub,
2012).

Por otro lado, la senalizaciéon basada en fosforilacién de Ser, Thr y Tyr, aun-
que es predominante en eucariotas, también existe en numerosas bacterias. Los tres
aminoacidos contienen un grupo hidroxilo que funciona como aceptor del grupo fos-
forilo. Esta reaccion de fosforilacion es llevada a cabo por la superfamilia de las
Ser/Thr/Tyr quinasas. Histéricamente estas quinasas se creian exclusivas de eu-
cariotas, por eso son también conocidas como ELKs (eukaryote-like kinases). La
primera ELK eucariota bacteriana fue encontrada en M. zanthus por Mutnoz-Dorado
et al. (1991). Desde entonces, la secuenciacion de genomas ha revelado la ubicuidad
de las Ser/Thr/Tyr quinasas en bacterias. A fecha de 2008 se habian encontrado en
2/3 de los genomas procariotas secuenciados (Pérez et al., 2008). Son especialmente
abundantes en especies patogenas y/o con procesos de desarrollo en su ciclo de vida.

Las ELKs de bacterias, eucariotas y arqueas provienen de un ancestro comun
existente antes de la separaciéon de las tres divisiones. Las quinasas de eucariotas
superiores (EPKs, eukaryote-protein kinases) evolucionaron posteriormente a partir
de dichas ELKs, tras la separacion entre bacterias y arqueas/eucariotas (Kennelly,
2014). La superfamilia de las ELKs se subdivide en dos grupos, las Ser/Thr quinasas,
y la familia de quinasas BY, que catalizan fosforilaciones en Tyr. Estas ultimas no
presentan gran homologia con las EPKs y no seran objeto de estudio en este trabajo.
Asi pues, de aqui en adelante nos centraremos exclusivamente en el estudio de las
Ser/Thr quinasas de tipo eucariota, que fosforilan residuos de Ser y Thr, y que
presentan una estructura homoéloga a las EPKs.

1.2.2. Dominio catalitico Ser/Thr quinasa

La superfamilia de las Ser/Thr quinasas comparte un dominio comun conservado
desde bacterias a eucariotas superiores, llamado dominio catalitico o dominio
quinasa, que es el responsable de la actividad enzimatica (Taylor et al., 2013b).
Pese a no presentar una elevada homologia a nivel de secuencia a lo largo de los
dominios Bacteria, Fukarya, Arquea, poseen un plegamiento muy similar y un meca-
nismo catalitico equivalente. El dominio quinasa estd definido por la existencia de 12
subdominios, denominados con numeros romanos del I al XI, en los que aparecen
12 residuos o motivos casi invariables que estan implicados de forma directa o
indirecta en la catélisis (ver figura 1.6) (Hanks y Hunter, 1995; Pereira et al., 2011).
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1.2. Quinasas de tipo eucariota en bacterias

Entre los motivos y residuos conservados, cabe profundizar en los que se describen
a continuacion. Estos aparecen resumidos en la tabla 1.1.

En el subdominio I (figura 1.6) se encuentra el bucle P, situado entre las hojas
5-1y B-2. Esta porcién es rica en glicinas y participa en la correcta orientacion
del fosfato «v del ATP. Ademas, interviene en el intercambio de ADP por una
nueva molécula de ATP.

En el subdominio II existe un residuo de lisina esencial para la actividad
catalitica. Interacciona con los fosfatos a y 8 de la molécula de ATP y la orienta
de forma adecuada. Su papel en la catélisis es tan relevante que las quinasas
carentes de este residuo son consideradas pseudoquinasas (ver seccion 1.2.5)
(Eyers y Murphy, 2013).

En la hélice a-C del subdominio III existe un residuo de glutamato que forma
un puente salino con el residuo de lisina del subdominio II. Juntos, contribuyen
a orientar la molécula de ATP. También puede perderse la actividad catalitica
si se pierde este residuo (Meharena et al., 2013).

En el subdominio VIb, situado entre las hojas 5-6 y 8-7 se encuentra el centro
catalitico (Taylor ef al., 2013b). Presenta el triplete conservado Y/HRD, res-
ponsable de la actividad catalitica. El residuo de acido aspartico de este motivo
se conoce como base catalitica, pues es el que promueve la transferencia del
grupo fosforilo v del ATP al residuo de serina o treonina del sustrato. En al-
gunas quinasas no existe el residuo de arginina anterior al aspartico catalitico.
Las quinasas que la contienen se conocen como quinasas RD, e indica que
se activan por autofosforilacién, mientras que las quinasas carentes de dicha
arginina, denominadas quinasas no RD, no se autoactivan. Las quinasas que
carecen de la base catalitica se denominan no D y son también consideradas
pseudoquinasas (Eyers y Murphy, 2013). En el centro catalitico también hay
un residuo de asparagina muy conservado, fundamental para la unién de Mg>+
o Mn?t.

El motivo DFG situado entre las hojas -8 y -9, es también un elemento
conservado. El residuo de aspartico, junto con la asparagina del centro cata-
litico, une dos atomos de Mg?t o Mn?*, que a su vez contribuyen a orientar
los fosfatos By « del ATP. El residuo de fenilalanina del motivo DFG se apila
contra el residuo de tirosina o histidina del triplete Y/HRD.

Entre las hojas 49 y la hélice oF, desde el motivo DFG al motivo S/APE, se ex-
pande el segmento de activacion. Este segmento comprende tres elementos:
el bucle de activacion, el bucle de unién a Mg?* y el bucle P+1.

El bucle de activacioén, situado entre la hoja 5-9 y el subdominio VIII, es
una porciéon muy flexible y dindmica de la proteina de secuencia altamente
variable. Es un elemento clave para la regulacion de su actividad enzimatica.
Esta porcion tiene acceso a la hendidura catalitica que se forma cuando la
proteina se encuentra plegada en su estructura terciaria. Suele contener residuos
de serina y treonina y en las quinasas tipo RD es fosforilado por la propia
quinasa para activar o desactivar su propia actividad enzimatica (Taylor et al.,
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Motivo conser-

Nombre Localizaciéon Funcion
vado
Bucle P GxGxxG LObl.ll(? N, sub- Orientacion del fosfato v del ATP
dominio I
. Orientacion de los fosfatos « y 8 del
Lys VAIK LObl.ll(? N, sub- ATP e interaccion con Glu del subdo-
dominio II, ..
minio IIT
Lobulo N, Orientacion de los fosfatos « y 8 del
Glu E subdominio ATP e interaccion con Lys del subdo-
111, hoja 3 3 minio I
Centro ca- Loébulo C, sub-  Transferencia del grupo fosforilo ~ del
talitico HRDxIGoN dominio VIb ATP al sustrato
Lobulo C, sub-  Union de Mg®* o Mn?T, orientacion de
DFG KxxDFG dominio VII los fosfatos 8 y v del ATP
Bucle de . Lobulo C, sub-  Transicion entre quinasa activa/inactiva
L, Muy variable L. R ., 3
activacién dominio VIII o interaccién con otras proteinas
Bucle P+1  S/APE Lobulo C, sub-  Estabiliza la conformacién del dominio

dominio VIII

catalitico

Tabla 1.1: Resumen de los motivos y residuos conservados que definen una Ser/Thr quinasa
de tipo eucariota.

2013b) (ver seccion 1.2.3). En muchas quinasas, el segmento de activacion es
una regiéon de interaccién con otras proteinas moduladoras de la actividad
(Pereira et al., 2011).

» El bucle P+1 contiene el motivo S/APE, situado al inicio de una pequena
hélice alfa, que es clave para estabilizar la conformacién tridimensional del
dominio catalitico. El bucle P-+1 interviene en la interaccién quinasa-sustrato,
y parece ser que determina la especificidad de la quinasa, es decir, si el residuo
que fosforila es serina o treonina (Pereira et al., 2011).

La funcién de cada motivo conservado se manifiesta una vez la quinasa esti
plegada en su forma tridimensional. Las Ser/Thr quinasas adquieren una estructura
bilobular. El 16bulo amino-terminal (N) abarca los subdominios I-IV y esté
formado en su mayor parte por laminas beta antiparalelas (ver figuras 1.6 y 1.7). Esta
implicado principalmente en la unién y orientacion de la molécula de ATP, donante
del grupo fosforilo. Por otro lado, el 16bulo carboxilo-terminal (C) abarca los
subdominios VI-XI. Consiste sobretodo de hélices alfa que lo hacen globular y de
mayor tamano. Es el encargado de unir el sustrato y el principal responsable de la
fosfotransferencia. Entre los dos lobulos se forma un bolsillo donde se produce la
catalisis, denominado hendidura catalitica. Ambos l6bulos participan en la unién
de dos atomos de magnesio que ayudan a orientar correctamente la molécula de
ATP. Una region flexible llamada regién bisagra es la que conecta ambos l6bulos
(figura 1.7). Entre los dos lo6bulos se forma una hendidura donde se alberga el centro
catalitico, y es donde se van a encontrar una molécula de ATP y el sustrato, y se va
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Figura 1.7: Estructura tridimensional del dominio quinasa. Izquierda: vista frontal. De-
recha: vista lateral. Los subdominios aparecen coloreados con los mismos colores que en
la figura 1.6. Se ha tomado como modelo el dominio quinasa de PknB de Mycobacterium
tuberculosis, No. acceso en GenBank: CCE35557.1. En la hendidura catalitica aparece repre-
sentada un analogo del ATP, en color blanco. Modelo generado con I-TASSER. (Roy et al.,
2010).

a producir la fosfotransferencia (Pereira et al., 2011; Taylor et al., 2013b; Meharena
et al., 2013).

Tras los recientes anélisis computacionales de la estructura tridimensional del
dominio quinasa, ha sido propuesto un modelo de organizacion espacial del nucleo
catalitico que ofrece una nueva definicion de la Ser/Thr quinasa con actividad ca-
talitica. Este modelo describe un ntcleo catalitico hidrofébico, compuesto por
dos espinas hidrofébicas ancladas a una tercera espina que consiste en una hélice «
(Taylor et al., 2013b; Meharena et al., 2013; Taylor et al., 2013a).

La espina hidrofébica o espina H corresponde a la hélice a-F del subdominio
IX (figura 1.8). Ancladas a esta hélice se encuentran la espina catalitica o espina
C y la espina reguladora o espina R. Estas espinas estdn formadas por residuos
que aparecen separados en la secuencia aminoacidica, pero que se ubican juntos al
plegarse la proteina. La capacidad catalitica de una quinasa depende del correcto
ensamblaje de las espinas R y C. Cuando cualquiera de estas espinas esti rota por
carecer de alguno de los residuos hidréfobos adecuados, la quinasa adquiere una
conformaciéon que es inactiva.

La espina R esta formada por cuatro residuos hidrofébicos. Dos pertenecen al
lébulo N, y son el residuo de Tyr/His del motivo Y/HRD y el residuo de Phe del mo-
tivo DFG. Los otros dos aminoécidos corresponden al l16bulo C, uno correspondiente
a la hélice a-C y otro a la hoja -4 (figura 1.8). Estos son variables de una quinasa
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Figura 1.8: Espinas R y C del dominio quinasa. Vista frontal de la quinasa PKA de raton
(Mus musculus), No. acceso en GenBank: AAH54834.1. Modelo generado con I-TASSER
(Roy et al., 2010).
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a otra (en la quinasa PKA de raton son Leul06, Leu95, Phel85 y Tyrl64 (Taylor
et al., 2013b)). La espina R es el sello distintivo de una quinasa activa. Cuando la
espina R estd quebrada o mal ensamblada, las quinasa es inactiva. Asi sucede, por
ejemplo, en la conformacion "DFG-out" (ver seccion 1.2.3) donde la espina R se rom-
pe (Taylor et al., 2013b). Muchas veces, el ensamblaje de la espina R forma parte
del mecanismo regulador de la quinasa, y a menudo se ensambla correctamente y se
estabiliza por fosforilacién del bucle de activacion.

La espina C también estd compuesta por 8 aminoacidos hidrofébicos no conse-
cutivos, procedentes de ambos 16bulos (en PKA de raton son Val57, Ala70, Leul72,
Leul73, lle174, Met128, Leu227, Met231 (Taylor et al., 2013b)) (figura 1.8). En este
caso, un quinto elemento completa la arquitectura de la espina: el anillo de adenina
de la molécula de ATP forma parte de la espina C, y conecta los residuos de los 16-
bulos C y N. Por tanto, la espina C so6lo se ensambla adecuadamente tras la uniéon de
una molécula de ATP al centro catalitico, y es entonces cuando la quinasa adquiere
la conformacion activa necesaria para realizar la catéalisis.

1.2.3. Regulacién de la actividad Ser/Thr quinasa

Las Ser/Thr quinasas catalizan procesos de fosforilacién, pero mas que como efi-
cientes catalizadoras, funcionan como interruptores moleculares que “encienden”
y "apagan” rutas de transduccién de senales.

Al igual que un interruptor que puede encenderse y apagarse, el dominio quinasa
posee una conformacién activa y otra inactiva. Sin embargo dentro de estas
dos conformaciones aparece una serie de estados conformacionales diferentes. La
conformaciéon activa abarca todo el rango de estados posible entre dos posiciones:
abierta y cerrada. Durante este estado, se facilita el acercamiento de tres elementos:
el fosfato v del ATP, la base catalitica (Asp) en el motivo catalitico HRD, y el resido
fosfoaceptor, posibilitdndose asi la fosfotransferencia (Pereira et al., 2011). Por otro
lado, las conformaciones inactivas se clasifican en dos tipos, ”DFG-in” y ” DFG-out”,
segtn la posicion (cercana o lejana) del residuo de fenilalanina respecto al motivo
DFG (Meharena et al., 2013).

El paso de una conformacion activa a inactiva ha de ser rigurosamente regulado.
La mayoria de las veces, la activaciéon de la quinasa sucede por fosforilaciéon en el
bucle de activacion, bien por autofosforilacion, o bien por transfosforilacion por
parte de otra quinasa (Pereira et al., 2011). En bacterias encontramos un ejemplo
en el mecanismo de activacion de la quinasa PknB de M. tuberculosis. Esta Ser/Thr
quinasa forma dimeros tras unir un ligando por su extremo carboxilo extracelular.
Se cree que esta dimerizacion provoca la autofosforilacién intermolecular del bucle
de activacién, en el que uno de los mondémeros funciona como quinasa y otro como
sustrato (Lombana et al., 2010; Pereira et al., 2011). Sin embargo, algunas evidencias
apuntan también a una posible autoactivacion intramolecular, en forma monomérica
(Damle y Mohanty, 2014). Aunque el mecanismo de activacion no es completamente
conocido, actualmente hay descrito un modelo de regulaciéon, que ha sido represen-
tado en la figura 1.9.

Las quinasas que reconocen sus propios segmentos de activacion y se autofosfori-
lan para activarse siempre tienen una arginina y un aspartato en su centro catalitico,
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citoplasma

Figura 1.9: Modelo de la Ser/Thr quinasa regulacion de PknB. A) La quinasa PknB inacti-
va (quinasa celeste) presenta en forma monomeérica y sin fosforilar. B) PknB forma dimeros
tras unir monoémeros de peptidoglucano (verde) a través de sus dominios PASTA extrace-
lulares (rosa). Esta dimerizacion provoca un cambio conformacional en el dominio quinasa,
que adopta una conformacién activa. C) Esta conformaciéon activa desencadena una trans-
fosforilacién en el bucle de activacion de otro dimero, que provoca la activaciéon de la quinasa
para la fosforilacion de otros sustratos (quinasa azul oscuro). D) Al disociarse los dimeros,
los mondémeros permanecen activos y amplifican la sefial. E) La Ser/Thr fosfatasa PstP de-
fosforila los monémeros de PknB, devolviéndolos a su conformacion inactiva. Adaptado de
Lombana et al. (2010).

22



1.2. Quinasas de tipo eucariota en bacterias

tras la histidina catalitica, por eso reciben el nombre de quinasas RD. En ellas,
la conformacién espacial del segmento de activacién esté tipicamente regulada por
fosforilacién. El bucle de activacién es una regién sin estructura o o S definida, fle-
xible, dinamica y regulable, muy sensible a las fosforilaciones (Johnson et al., 1996;
Taylor et al., 2013b). La adicion de un fosfato provoca una conformacion estable del
propio bucle que permite el acceso de un sustrato al centro catalitico para ser fosfo-
rilado. A esta estabilizacion contribuye la Arg de las quinasas RD. Una vez activas,
las quinasas fosforilan su sustrato utilizando otra molécula de ATP. Hay quinasas
que aun siendo clasificadas como RD tienen que ser activadas por otras quinasas
mediante transfosforilacion, o ser fosforiladas en otros lugares diferentes al segmento
de activacion (Johnson et al., 1996).

Existe otro tipo de quinasas, denominadas quinasas no-RD. Carecen de argi-
nina previa a la base catalitica, y en ningan caso se autofosforilan ni son fosforiladas
por otras en el segmento de activacion, sino que se activan por otros mecanismos
(Johnson et al., 1996). A través de procesos como la dimerizacion u otra interaccion
proteina-proteina, unién a efectores alostéricos, percepciéon de segundos mensajeros
o ligandos por parte de dominios reguladores o sensores, etc., se producen cambios
conformacionales en la quinasa. Estos cambios en si mismos provocan una reorde-
naciéon del bucle de activaciéon, que lleva a la quinasa a su conformacion activa para
fosforilar el sustrato.

Para "apagar los interruptores”, las quinasas han de ser defosforiladas. La reaccién
catalizada por las Ser/Thr quinasas une un grupo fosforilo al aminoécido fosfoaceptor
mediante enlace fosfoéster, que es mucho mas estable que el enlace fosforamidato
creado por las histidina quinasas. Es por eso que el grupo fosforilo ha de ser retirado
siempre por una Ser/Thr fosfatasa. Las quinasas junto con las fosfatasas funcionan
de forma antagdnica para encender y apagar rutas de transducciéon de senales. Otra
diferencia respecto a los sistemas de dos componentes, es que la correlaciéon entre
numero de quinasas y fosfatasas en un genoma no es tan exacta como la existente
entre HKs y RRs (Kennelly, 2014), y el numero de fosfatasas suele se menor que el
de quinasas.

Ademsés de la regulacion de las rutas de senalizacion mediante coordinacion en-
tre quinasas y fosfatasas, existe regulacion cruzada entre Ser/Thr quinasas y otros
sistemas. Existen casos de factores sigma ECF y sistemas de dos componentes que
se coordinan con quinasas en una misma ruta (Stock et al., 2000; Inouye y Nariya,
2008; Burnside y Rajagopal, 2012). Estas rutas cruzadas incrementan la compleji-
dad de los mecanismos reguladores, haciendo que las respuestas a estimulos sean méas
diversificadas y precisas.

1.2.4. Funciones de las Ser/Thr quinasas en bacterias

El dominio quinasa es la unidad funcional conservada en la superfamilia de las
Ser/Thr proteinas quinasa, pero en cada Ser/Thr quinasa esté asociado a diferentes
dominios adicionales. Estos son altamente variables, y ello se traducira en una gran de
variedad de funciones y mecanismos de control. Generalmente estos dominios van a
tener funcion de reconocimiento de ligandos o interaccion proteina-proteina (Pereira
et al., 2011).
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Las Ser/Thr quinasas de eucariotas estan muy estudiadas, debido a que en huma-
nos muchas de ellas estan asociadas a enfermedades (Meharena et al., 2013; Taylor
et al., 2013b). En humanos, el 1-2 % de los genes codificantes de proteinas son Ser/Thr
proteinas quinasa (518 EPKs) (Taylor et al., 2013b; Graves et al., 2013). Regulan
numerosos procesos biolégicos, y entre sus principales funciones incluyen regulaciéon
de la transcripcion y la traduccién, crecimiento y proliferacion celular, diferenciacion,
angiogénesis, apoptosis, reordenamiento del citoesqueleto y metabolismo (Duong-Ly
y Peterson, 2013).

En bacterias, las funciones son similares a eucariotas, interviniendo en la regula-
cion de muchos procesos biologicos. Se han encontrado Ser/Thr quinasas bacterianas
que controlan procesos como movilidad, agregaciéon, diferenciaciéon, germina-
cion de esporas, division celular, metabolismo secundario, adaptaciéon al
estrés, resistencia a antibidticos y virulencia (Inouye y Nariya, 2008; Shah
et al., 2008; Pereira et al., 2011; Burnside y Rajagopal, 2012; Ruggiero et al., 2012;
Page y Krause, 2013).

Un buen ejemplo de regulaciéon de procesos de desarrollo, es el caso del ciclo
de desarrollo de M. zanthus. Existe una cascada de fosforilacién en la que intervienen
dos Ser/Thr quinasas, Pkn8 y Pkn14, que fosforilan el factor transcripcional MrpC,
impidiendo su procesamiento durante el ciclo vegetativo evitandose asi una entrada
prematura en el ciclo de desarrollo (Inouye y Nariya, 2008). Otro ejemplo lo encontra-
mos en el proceso de germinacion de las esporas de Bacillus subtilis. La germinacion
puede ser inducida, en parte, mediante la Ser/Thr quinasa sensora PrkC (Shah et al.,
2008). Esta quinasa posee dominios PASTA (pencillin-binding—protein and Ser/Thr
kinase-associated) extracelulares que unen monoémeros de peptidoglucano. Cuando
estos monémeros liberados por células cercanas en crecimiento son percibidos por
PrkC se induce la germinacion de la espora.

Tanto en procariotas como eucariotas, las Ser/Thr quinasas presentan un papel
importante en la regulacién de la transcripciéon. En algunas bacterias se ha encon-
trado fosforilacion de proteinas ribosémicas por parte de Ser/Thr quinasas. Segun
Pereira et al. (2011), este dato plantea la hipotesis de que las quinasas contribuirian
a dirigir la sintesis de proteinas para alternar entre el ciclo vegetativo y de desarrollo.

Sin embargo, la gran mayoria de Ser/Thr quinasas no se encuentran caracteriza-
das, y se desconoce qué desencadena su fosforilaciéon y qué procesos regulan.

1.2.5. Ser/Thr pseudoquinasas

En humanos, las quinasas disfuncionales estan asociadas a muchas enfermeda-
des, incluyendo diabetes, enfermedades cardiovasculares y canceres. Por ello, se han
convertido en importantes dianas moleculares para la busqueda de nuevos farmacos
(Meharena et al., 2013; Taylor et al., 2013b).

El genoma humano codifica 518 Ser/Thr proteinas quinasa, y se ha encontrado
que el 10 % de éstas carece de algun residuo esencial para la catalisis, a pesar de que
conservan el plegamiento general de una quinasa. Tradicionalmente, estas quinasas se
han clasificado como pseudoquinasas, puesto que se tomaron por proteinas inertes,
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desprovistas de su actividad catalitica (Eyers y Murphy, 2013; Dar, 2013; Taylor
et al., 2013b).

Realmente, s6lo unas pocas de estas pseudoquinasas estan enziméticamente inac-
tivas, y existen numerosos ejemplos de pseudoquinasas cataliticas. La primera estruc-
tura de una pseudoquinasa humana, WNKI1, fue resuelta por Min et al. (2004), y
se descubrié que, a pesar de carecer de la lisina conservada del subdominio II, otro
aminoacido bésico ocupaba ese lugar y la quinasa poseia actividad catalitica. En el
caso de CASK, ésta quinasa carece de dos residuos cuyo papel es unir uno de los
atomos de Mg, y atn asi fosforila su sustrato (Mukherjee et al., 2008).

Por otra parte, es cierto que existen quinasas completamente carentes de activi-
dad catalitica, como VRK3, en la que el sitio de union al anillo de adenina del ATP
estd ocupado por dos residuos hidrofobicos (Scheeff et al., 2009). La funcion de estas
pseudoquinasas no cataliticas pueden no radicar en la fosforilaciéon de un sustrato pa-
ra llevar a cabo su funcion biolégica, sino en un amplio abanico de otras propiedades.
Tendrian que ser consideradas quinasas con actividad inusual. En el caso de VRKS3,
su papel en la ruta de transduccioén de senales consiste en ejercer una funcién de an-
damiaje, reclutando otras proteinas. Ademés, hay quinasas cataliticamente inertes
que pueden ser fosforiladas por quinasas activas (Gee et al., 2012).

Por ejemplo, la simple union de ATP, sin efectuar una catélisis, puede hacer pasar
a la quinasa de una conformacién inactiva a una activa, al igual que ocurre en las
proteinas G pequenas (Eyers y Murphy, 2013). Esta propiedad incluso se puede tras-
ladar a las quinasas cataliticamente activas. Por ejemplo, la proteina B-Raf humana
es una quinasa catalitica, que forma dimeros que provocan una transfosforilacién en
su bucle de activacion, para activar a continuacion la quinasa ERK. Un mutante de
B-Raf incapaz de unir ATP, por tanto podria considerarse una pseudoquinasa, es
adin capaz de formar dimeros para accionar ERK y continuar la ruta de transducciéon
de senales (Eyers y Murphy, 2013). B-Raf posee una doble funcién de andamiaje
(scaffold) y catalitica (Shaw et al., 2014).

Por tanto, el concepto de pseudoquinasa alberga un conjunto de genes muy he-
terogéneo, y cada uno de los casos ha de ser estudiado de forma particular para
averiguar la capacidad de catalisis y la funcién que cumple en una ruta de transduc-
cion de senales. Ante esta situacion, Zeqgiraj y van Aalten (2010) propone un marco
de clasificacién para pseudoquinasas:

» Pseudoquinasas. Propiamente dichas, que poseen mutaciones en los residuos
cataliticos y para las que no se ha detectado actividad catalitica experimental-
mente.

= Pseudoquinasas predichas. Quinasas carentes de algiin residuo catalitico
pero para las que no existe ninguna evidencia experimental acerca de su acti-
vidad catalitica o falta de ella.

= Quinasas con baja actividad. Pseudoquinasas predichas para las que se
ha detectado actividad quinasa pero muy baja, comparado con sus paralogas
activos.
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Figura 1.10: Pseudoquinasas en bacterias. A) Mecanismo de regulacién de MviN de M.
tuberculosis (naranja). El dominio pseudoquinasa de MviN es fosforilado por PknB y el
residuo fosforilado es reconocido por FhaA. Adaptado de Gee et al. (2012). B) Estructura
de EssB de Staphylococcus aureus, que contiene un dominio pseudoquinasa citoplasmatico.
Adaptado de Martin et al. (2013).

» Pseudoquinasas activas. Pseudoquinasas predichas para las que se ha de-
tectado actividad catalitica normal pese a albergar mutaciones en los residuos
conservados.

La primera pseudoquinasa bacteriana, MviN de Mycobacterium tuberculosis,
fue reportada por Gee et al. (2012). MviN es una proteina integral de membrana
que forma parte de la ruta que controla la sintesis de pared celular en bacterias. A
diferencia de sus ortélogos en otras bacterias, MviN de M. tuberculosis presenta en
su extremo carboxilo un dominio Ser/Thr quinasa intracelular, y un dominio extra-
celular de uniéon a carbohidratos. La estructura tridimensional del dominio catalitico
muestra que el sitio de unién a ATP esta ocupado por residuos alifaticos y aromati-
cos, y en lugar de los motivos HRD y DFG tipicos de una quinasa activa aparecen
los tripletes LST y YPA respectivamente. Los experimentos in vitro han demostrado
que no existe capacidad de fosfotransferencia ni de unién a ATP.

Este dominio quinasa no es catalitico, pero preserva una funcién reguladora esen-
cial en la sintesis de peptidoglucano. El dominio pseudoquinasa de MviN es fosfo-
rilado en un residuo de Thr por parte de la quinasa PknB. Solamente cuando es
fosforilado, el residuo de treonina recluta a la proteina FhaA a través de su dominio
FHA (del inglés, forkhead-associated domain) que reconoce especificamente residuos
de fosfotreonina. Este complejo proteico se concentra en los polos y en el septum de
la célula, lugares de sintesis del peptidoglucano.

En Staphylococcus aureus se ha descrito una proteina clasificada dentro de los
sistemas de secrecion tipo VII (T7SS) denominada EssB. Esta proteina posee un
extremo amino bilobular cuya estructura secundaria y terciaria se asemeja a una
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Ser/Thr quinasa (Martin et al., 2013). Su ortélogo mas proximo es la Aurora-A
quinasa humana (Nikonova et al., 2013). La secuencia del l6bulo N-terminal de EssB
carece de los residuos implicados en la union de ATP y en la catalisis. Muestra
una porciéon andloga al segmento de activacién de las quinasas, y mediante analisis
cristalograficos se ha descubierto que la posicién de este segmento es similar a las
de las quinasas cataliticamente inactivas. Estos datos muestran que este dominio
probablemente no tenga actividad quinasa. Por otro lado, esta proteina conserva
homologia con una porciéon de la secuencia de la Aurora-A quinasa, que en esta tltima
estd implicada en la interaccién entre dominios quinasa. Se ha demostrado, ademés,
que EssB forma dimeros. Esto implica que el papel de EssB se basaria principalmente
en establecer interacciones proteina-proteina dentro del complejo proteico del sistema
T7SS.

1.3. Ser/Thr quinasas en Myzococcus ranthus

Las bacterias cuyos habitats son nichos ecolégicos estables y poseen ciclos de vida
simples, como las de vida parasita obligada, codifican genomas de pequeno tamaifo y
con sistemas de senalizacién relativamente sencillos. Por el contrario, los microorga-
nismos que viven en ambientes variables, como el suelo o el medio acuatico, poseen
los genomas més grandes entre los procariotas, y codifican sistemas de senalizacién
més abundantes, variados y sofisticados. También las bacterias con procesos de desa-
rrollo o comportamiento multicelular tienen grandes genomas y numerosos sistemas
de senalizacion (Galperin, 2005; Pérez et al., 2008; Han et al., 2013).

Las cianobacterias, las actinobacterias y las mixobacterias son grupos de bacterias
que cumplen estas dos cualidades, puesto que viven en ambientes inestables y en
parte, la adaptacion a estas condiciones supone la entrada en el ciclo de desarrollo.
Basandonos en lo anterior, no es sorprendente que en mixobacterias se encuentren los
genomas mas grandes descritos entre los procariotas (Han et al., 2013). Los genomas
pueden expandirse por eventos de duplicacién de material genético y conservaciéon de
las copias pardlogas, o bien por transferencia horizontal de material genético de una
cepa a otra. Estos dos mecanismos de adquisicién de nuevos genes aportan la materia
prima sobre la que se construyen y evolucionan nuevas rutas moleculares, entre ellas,
rutas de transduccion de senales (Capra y Laub, 2012). Las mixobacterias codifican
numerosos genes paralogos (Goldman et al., 2007; Pérez et al., 2008), entre los que
cobran gran importancia los implicados en sistemas de senalizacién.

El nimero total de genes de TCSs por genoma, tipicamente crece como el cua-
drado del nimero de genes total. Es decir, los TCSs presentan una expansién lineal
respecto al aumento del tamano del genoma (Capra y Laub, 2012; Whitworth y
Cock, 2008). En mixobacterias, el nimero de genes codificantes para TCSs aumenta
también linealmente con el tamano del genoma; sin embargo, el namero de Ser/Thr
quinasas aumenta exponencialmente respecto al tamano del genoma (figura 1.11)
(Pérez et al., 2008).

La cepa tipo de M. zanthus DK1622 codifica 99 Ser/Thr proteinas quinasa en su
genoma (Goldman et al., 2006). Actualmente, ademés del genoma de M. zanthus, hay
secuenciados y anotados 12 genomas de mixobacterias, entre las que se encuentran
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Figura 1.11: Nuamero de Ser/Thr quinasas codificadas en los genomas de mixobacterias.
Cada punto representa una especie. AdC: Anaeromyxobacter dehalogenans 2CP-C; Ad1: An-
aeromyzobacter dehalogenans 2CP-1; AF: Anaeromyzobacter sp. Fw109-5; AK: Anaeromy-
zobacter sp. K; Mf: Myzococcus fulvus HW-1; Mx: M. zanthus DK1622; Ho: Haliangium
ochraceum DSM 14365; Cc: Corallococcus coralloides DSM 2259; Sa: Stigmatella aurantia-
ca DW4/3-1; Ms: Myzococcus stipitatus DSM 14675; Pp: Plesiocystis pacifica SIR-1; y Sc.
Sorangium cellulosum So ce56. Los niimeros entre paréntesis indican el nimero de quinasas
codificadas por cada especie. Adaptado de Munoz-Dorado et al. (2014).

varias especies de Anaeromyzobacter, las mixobacterias de menor tamano de genoma,
que poseen 17-20 ELKSs por genoma, y Sorangium cellulosum So ceb6, la bacteria con
mayor tamano de genoma que se conoce hasta en momento, con 317 ELKs (Figura
1.11) (Pérez et al., 2008; Munoz-Dorado et al., 2014). Recientemente se ha descrito
una cepa de S. cellulosum, So0157-2, una mixobacteria que puede crecer en rangos
de pH neutro hasta alcalino. En esta cepa, las quinasas representan la mayor familia
de paralogos codificada en su genoma (Han et al., 2013).

i Por qué han sido preferiblemente las ELKs, y no los TCSs clasicos, los sistemas
que se han duplicado y diversificado en organismos con grandes genomas como las
mixobacterias? Presumiblemente, la arquitectura modular de las quinasas, junto con
la posibilidad de formar cascadas de fosforilacién, los hace mecanismos de transduc-
cion de senales regulables a muchos niveles, y muy adecuadas para coordinar los
procesos tan complejos que ocurren del ciclo de vida de las mixobacterias. Cuanto
mayor sean la abundancia y la variabilidad de estas proteinas, més precisa podra ser
la regulacion del ciclo de vida (Pérez et al., 2008).

La existencia de rutas de transduccién de senales mediadas por ELKs no susti-
tuye la senalizacion mediante TCSs, sino que los diferentes sistemas se integran para
formar nuevas rutas. Las mixobacterias poseen redes reguladoras en las que intervie-
nen sistemas de dos componentes, factores sigma y quinasas de tipo eucariota. Como
ejemplo de esta integracién, se ha descrito en M. zanthus un mecanismo de senali-
zacion que integra TCSs y ELKs. Se trata de la regulacién de MrpC (un regulador
de respuesta huérfano que interviene en el ciclo de desarrollo) mediante un sistema
de transduccion de sefiales que incluye dos Ser/Thr quinasas y el propio regulador
de respuesta MrpC (Inouye y Nariya, 2008) (ver seccion 1.2.4).
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La secuenciacion del genoma de M. zanthus revelo las 99 Ser/Thr proteinas quina-
sa que codifica esta bacteria en su genoma (Goldman et al., 2006). En un experimento
realizado con M. zanthus en el que se inactivaron estos 99 genes por insercién de un
plasmido, se demostré que al menos 20 de las 99 quinasas son esenciales para llevar
a cabo el ciclo de desarrollo. Estos 20 mutantes mostraron deficiencias en la forma-
cion de los cuerpos fructiferos, en la esporulacion y/o en la movilidad social (Ueki y
Inouye, 2006; Pérez et al., 2008).

En M. zanthus, las Ser/Thr quinasas parecen estar especialmente involucradas
en regular la formacién de los cuerpos fructiferos. Por ejemplo, las quinasas Pknl,
Pkn2 y Pknb retrasan o inhiben la formaciéon de los cuerpos, ya que su inactivaciéon
acelera la velocidad de formacién. Por el contrario, las proteinas quinasas Pkn6 y
Pkn9 aceleran la fructificacion, ya que al ser inactivadas ésta se retrasa (Castaneda
Garcia, 2008; Inouye y Nariya, 2008; Munoz-Dorado et al., 2014).

Las quinasas de M. zanthus presentan diferentes localizaciones subcelulares, se-
gun los analisis bioinformaticos elaborados hasta el momento. De las 99 Ser/Thr
proteinas quinasa, 60 son proteinas transmembrana, 55 de ellas con el dominio re-
gulador expuesto al periplasma, y sélo 5 con ambos dominios, catalitico y regulador,
expuestos al citoplasma; 36 son solubles en el citoplasma, y 6 aparecen unidas a la
membrana interna (Castaneda Garcia, 2008).

La mayoria de las Ser/Thr quinasas de mixobacterias presentan una organizacion
modular. El dominio quinasa suele aparecer en la porcién N-terminal y su secuen-
cia estd altamente conservada. Por otro lado, existe una gran variedad de dominios
acompanando al dominio quinasa, situados generalmente en la porcién C-terminal de
la quinasa. Se han descrito Ser/Thr proteinas quinasa con dominios reguladores de
unioén a segundos mensajeros como cAMP, cGMP, dominios de unién a fosfotreonina
(FHA), y dominios TPR de interaccion con proteinas. Pero la mayoria de ellos son de
funcion desconocida y sélo se han encontrado en mixobacterias. La gran diversidad
de dominios reguladores y la existencia de dominios tinicos en este grupo de bacte-
rias indica que las Ser/Thr quinasas participan en una amplia variedad de procesos,
muchos de ellos exclusivos de mixobacterias, que al ser tan complejos necesitan nu-
merosos y novedosos niveles regulacion (Castaneda Garcia, 2008; Inouye y Nariya,
2008; Pérez et al., 2008; Pereira et al., 2011).

Al alinear el dominio catalitico de las Ser/Thr proteinas quinasa de M. zanthus
con una secuencia consenso para Ser/Thr proteinas quinasa, se ha comprobado que
los motivos que definen a una quinasa de tipo eucariota estdn muy conservados en la
mayoria. Sin embargo 18 de ellas presentan cambios o mutaciones en estos residuos
importantes. Se han detectado quinasas con dominios atipicos, carentes de aminoéaci-
dos clave para la catélisis: por ejemplo, dominios carentes de la lisina del subdominio
IT, cuya funcién es unir el anillo de adenosina del ATP; carentes del acido aspartico
catalitico en el motivo HRD del subdominio VIb, responsable de la fosfotransferencia
al residuo aceptor; o carentes del aspartico que une Mg?*t del subdominio VII. Se han
nombrado a estas Ser/Thr proteinas quinasa como quinasas no-K, no-D1 y no-D2,
respectivamente. Ademaés, dentro de la clasificacién de quinasas RD y no-RD, en M.
zanthus se han encontrado 11 quinasas no-RD que no se autoactivan por fosforila-
cion en el bucle de activaciéon, por lo cual habran de ser reguladas mediante otros
mecanismos, posiblemente a nivel de otros dominios (Pérez et al., 2008).
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Figura 1.12: Arbol filogenético de los dominios quinasa en mixobacterias. Se ha elabora-
do en base principio de parsimonia. Los tridngulos rojo, verde y azul marcan los clusters
formados por dominios ELKs pertenecientes al suborden Cystobacterineae (Stigmatella, My-
zococcus, y Anaeromyzobacter), Nannocystineae (Plesyocystis pacifica), y Sorangineae (S.
cellulosum), respectivamente. En cada tridngulo se indica el nimero de ELKs. El tridngulo
naranja indica una rama con genes pardlogos y ortélogos de la quinasa MXAN 4053, que
aparecen en los 3 subordenes mencionados. Tomado de Pérez et al. (2008).

Los estudios filogenéticos indican que muchas duplicaciones génicas en mixobac-
terias se producen tras la especiacién. En un arbol filogenético realizado con los
dominios cataliticos de las ELKs de las mixobacterias, los dominios quinasa se agru-
paron por especies, en general (figura 1.12). Sin embargo, algunos dominios de M.
zanthus se agruparon en el mismo cluster junto a dominios quinasa de S. aurantiaca
y A. dehalogenans, dentro del suborden Cystobacterineae al que pertenecen. Esto
quiere decir que estos dominios quinasa presentan mayor homologia con los dominios
de otras especies, que con otros dominios intraespecificos, y por tanto se consideran
genes ortologos. Estas especies probablemente comparten vias de regulacién en las
que intervienen estas Ser/Thr quinasas ortologas (Pérez et al., 2008). Algunos de
estos genes se han escogido para la realizaciéon de este trabajo.

En procariotas, el término sintenia describe la conservacion del orden de los ge-
nes ort6logos en los genomas de otras especies (Bentley y Parkhill, 2004). La sintenia
a gran escala es escasa en mixobacterias, sin embargo son comunes las zonas donde se
conserva una microsintenia. En las mixobacterias analizadas, algunos de los clusters
de genes que contienen Ser/Thr quinasas mantienen la microsintenia de unas espe-
cies a otras dentro del suborden Cystobacterineae (Pérez et al., 2008). Un ejemplo
de microsintenia conservada son los genes que rodean al gen pkn3 de M. zanthus,
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1.3. Ser/Thr quinasas en Myzococcus zanthus
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Figura 1.13: Microsintenia alrededor de los genes pkn3 y relA. Los genes representados
del mismo color codifican proteinas homoélogas. Los nimeros indican la posicién del gen en
el genoma de cada especie. Mx: M. zanthus; Sa: S. aurantiaca; Ad: A. dehalogenans; AK:
Anaeromyxobacter sp. K; AF: Anaeromyzobacter sp. Fw109-5. Los simbolos + y - indican si
los genes se transcriben en la hebra de ADN directa o la complementaria, respectivamente.
Tomado de Pérez et al. (2008)

que codifica una Ser/Thr quinasa (figura 1.13). En M. zanthus y S. aurantiaca, es-
ta quinasa aparece integrada en un cluster junto al gen relA. Este cluster también
conserva la microsintenia en las especies de Anaeromyzrobacter, aunque en éstas no
esta presente la Ser/Thr quinasa. Estos andlisis demuestran que existe concordancia
entre filogenia, sintenia y taxonomia.

La integracion de datos de secuenciacién genémica y transcriptémica junto con
datos procedentes de estudios experimentales suponen un paso adelante para diluci-
dar el papel de estas quinasas en la transducciéon de senales bacteriana. El objetivo
global de esta tesis doctoral es descubrir el papel que cumplen algunas de estas ELKs
en el ciclo de vida de M. zanthus, y describir las rutas de transduccién de seniales en
las que intervienen. Con ello pretendemos contribuir a una mejor comprension del
ciclo de vida de la bacteria modelo M. zanthus en particular, y de los procesos de
multicelularidad y desarrollo bacteriano en general.
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Objetivos

De acuerdo con lo expuesto en el capitulo de introducciéon (capitulo 1), como ob-
jetivo global para desarrollar esta tesis doctoral se propuso identificar el papel desem-
penado por las parejas de Ser/Thr quinasas duplicadas, i.e., los genes MXAN 1233,
MXAN 1234, MXAN 2176, MXAN 2177, MXAN 3182, MXAN 3183, MXAN 4841
y MXAN 4842. Para ello, el objetivo global se subdividi6 en las siguientes propues-
tas:

» Caracterizacion bioinformatica de las ocho Ser/Thr quinasas en base a sus
secuencias de ADN y de aminoédcidos. Este trabajo se desarrolla en el capitulo
4.

» Determinacion del perfil de expresion génica de las Ser/Thr quinasas durante
el ciclo de vida de M. zanthus. En este apartado se engloba el capitulo 5.

= Construccion de mutantes de delecion en fase de M. zanthus carentes de las
Ser/Thr quinasas, y caracterizacion fenotipica de los mismos. Este trabajo se
desarrolla en los capitulos 6, 7, 8, 9 y 10.

» Determinacion de la ruta de transduccion de senales en la que estas Ser/Thr
quinasas participan. En base a este apartado se elabor6 el capitulo 11.
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Capitulo 2

Materiales

2.1. Microorganismos

Aplicacién en esta

. Referencia
tesis

Cepa Fenotipo

F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
P80lacZAM1S5  AlacX7) recAl
araD189  A(ara-lew)7697  galU
galK rpsL (Strr)endAl nupG

Transformacion de
plasmido puro y Invitrogen
mezclas de ligacion

E. coli TOP10

F-, cya-99, araD139, ¢alE1)5, -
E. coli BTH101 galK16, rpsL1 (Str r), hsdR2, Do?ole hibrido: bac- Euromedex
teriano
merAl, merBl1

Cepa silvestre

M. zanthus DK1622  Silvestre (WT)

(Kaiser, 1979)

Tabla 2.1: Cepas bacterianas utilizadas

El genoma de la cepa M. zanthus DK1622 ha sido secuenciado (Goldman et al.,
2006) y se encuentra disponible en numerosas bases de datos (ver seccion 2.7).
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2.2. Medios de cultivo

2.2.1. Medios de cultivo para E. coli

Medio LB (Miller, 1972)

Utilizado para crecimiento regular de F. coli. Para preparar LB soélido, se adicion6
agar al 1,5 %.

Componentes Concentracion
Triptona 1%

Extracto de levadura 0,5%

NaCl 1%

NaOH Hasta ajustar a pH 7,2

Tabla 2.2: Componentes del medio LB

Medio Agar-MacConkey (DIFCO ®)

Utilizado para los ensayos cualitativos del sistema de doble hibrido bacteriano (DHB)
(secciones 3.5.2 y "resultados").

Componentes Concentracion (g/L)
Digerido pancreatico de gelatina 17,0

Peptonas 3,0

Lactosa 10,0

Sales biliares 1,5

NaCl 5,0

Agar 13,5

Rojo neutro 0,03

Cristal violeta 0,001

pH final 7,1 + 0,2

Tabla 2.3: Componentes del medio Agar-MacConkey
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2.2. Medios de cultivo

2.2.2. Medios de cultivo para M. zanthus

Medio CTT

Medio de cultivo para crecimiento vegetativo. El medio CTT se complementd con
agar al 1,5 % para medio solido en placas de Petri.

Componentes Concentracion
Casitona 1%

MgSOy 0,2%

Tampon fosfato pH 7.6 1 mM
Tampén Tris-HC1 pH 7,6 10 mM

Tabla 2.4: Componentes del medio CTT

Medio CF

Medio de cultivo inductor de ciclo de desarrollo.

Componentes Concentracion
Casitona, 0,015 %
MgSO, - THoO 8 mM
(NH,)2S04 1 mM
Tampoén Tris-HC1 pH 7,6 10 mM
Piruvato sédico 0,1%

Citrato sodico 0,2%

Agar 1,5%

Tabla 2.5: Componentes del medio CF

2.2.3. Componentes adicionados a los medios de cultivo

» Kanamicina (Sigma) Este antibiotico se anadi6 siempre a una concentracion
de 40 pg/mL, excepto al medio CTT soélido, que se anadié a 80 ug/mL.

» Ampicilina (Sigma) Este antibiotico se anadi6 al medio a una concentracion

de 100 pg/mL.

» Galactosa (Sigma) Este monosacarido se anadié al 1% al medio CTT para
seleccionar colonias portadoras de una delecion (seccion 3.7.1).
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» Maltosa (Sigma) Este disacarido se anadio al 1% al medio MacConkey para
el ensayo de DHB (seccion 3.5).

» X-gal (Biosinth AG) El 5-bromo-4-cloro-3-indoil--D-galactopiranoésido (X-
gal) se adicion6 a 40 pg/mL para los ensayos cualitativos de actividad (-
galactosidasa.

» FeCl; (Sigma) Se anadié al medio CF solido a una concentracion de 0.5 mM
para el ensayo de acumulacion de Fe?* intracelular en cepas de M. zanthus.

» CuSO, (Sigma) Se anadi6 al medio CF/CTT para ver sus efectos en el feno-
tipo de M. zanthus.

» IPTG (Roche) Se anadio al medio MacConkey como anéalogo no hidrolizable
de la lactosa, para inducir la expresién génica en el ensayo de DHB.

2.3. Vectores

Vector Aplicacion Descripcion Referencia

pBJ113  Mutantes de delecion en fase  galK Kan” (Julien et al., 2000)

Fusiones transcripcionales en-
pKY481 treel gen lacZde E. coliy un  LacZY Kan”

(Cho y Zusman,

. 1999
gen diana )
: . Kan" T2 A (fu-
pKNT25 Doble hibrido bacteriano ] an 5 (.ie Cyad (fu Euromedex
sion N-terminal)
. . Kan" T25 de CyaA (fu-
pKT25 Doble hibrido bacteriano .an .e yah (fu Euromedex
sion C-terminal)
. . Amp” T18 de CyaA (fu-
pUT18 Doble hibrido bacteriano .mp . ¢ Cya (fu Euromedex
sion N-terminal)
. . Amp" T18d A (fu-
pUT18C Doble hibrido bacteriano mp" T18 de Cyaa (fu Euromedex

sion C-terminal)

Tabla 2.6: Vectores

2.4. Cebadores

En esta seccion, se detallan los cebadores disenados y utilizados durante este
trabajo. Dichos cebadores fueron sintetizados por la casa comercial Sigma. Las dianas
para enzimas de restricciéon aparecen destacadas en maytuscula.
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2.4. Cebadores

Nombre Secuencia (5’—3’) Utilizacion
Mxan1233KpnLac tcGGTACCcacgagagccgeaggttget
* P gagagregcagstie pKY-1233lacZ
Mxanl233BamLac gaGGTACCtcgeggeggegeaagtggag
Mzxan2176KpnLac aGGTACCccatggeggaacaageggaa
an PR & geCeBAACAABLRE pKY-2176lacZ
Mxan2176BamLac tcGGATCCatggagttcccecggaagea
MXAN3182Kpnlac tgGGTACCaggcccaaccttcageegea
P 8 g8 gec8 pKY-3182lacZ
MXAN3182Bamlac tcGGATCCatggagttcccecggagaca
MXAN4842Kpnlac cGGTACCgctcgttetegegt a
P g geteg gegrgegggag pKY-48421ac%
MXAN4842Bamlac tcGGATCCatggggttgccccagaggee
MXAN1233K GGTACCtcgeggeggegcaagtgga,
pu &a BCEBCEECECAARTEEAS Brazo 3’ en pBJ-A1233
MXAN1233Bam1 atGGATCCcatggagccctegeagaage
MXAN1233Bam?2 GGATCCt b t
am 8¢ gagatceeggacageacs Brazo 5’ en pBJ-A1233
MXAN1233Pst ccCTGCAGcatctcaggegacgaataga
MXAN1234K tcGGTACCcacgagagccgcaggttget
PR sapageceassis Brazo 3’ en pBJ-A 1234
MXAN1234Bam1 acGGATCCcatccagccgagggaacgee
MXAN1234Bam?2 cgGGATCCtgaccggeagac C
o 8 gaccscagacessecase Brazo 5 en pBJ-A123/
MXAN1234Pst ccCTGCAGtacgacttcgegetggtgaa
MXAN2176K GGTACCccat aacaageggaa
PR &a CeaTERCBgAncanRCes Brazo 3’ en pBI-A2176
MXAN2176Bam1 aaGGATCCcacgggtcatggggtcaaaa
MXAN2176Bam?2 cGGATCCtgaccgca, acgtaa
am 8 gaccecassrseracs Brazo 5 en pBJ-A2176
MXAN2176Pst ccCTGCAGaagcatctecggtgacgagt
MXAN2177K ctGGTACCtcaccega, aacccac
pn 848888 & Brazo 3’ en pBJ-A2177
MXAN2177Bam1 aaGGATCCcacgggtcatggggtcaaaa
MXAN2177Bam?2 cGGATCCtga cttceeca, c
& BABBEE BEEE Brazo 5 en pBJ-A2177
MXAN2177Pst gcCTGCAGaccgacacctcttccaggge
MXAN3182Hind tgAAGCTTaggcccaaccttcagecgea
Brazo 3’ en pBJ-A 3182
MXAN3182Bam1 atGGATCCcatggagttcceccggagac
MXAN3182Bam?2 tGGATCCtgagcgtegegaaagacgta
8 Sapcaicaraanagacs Brazo 5 en pBJ-A3182
MXAN3182Eco caGAATTCccggtgatgagtagaagtgg
MXAN3183Hind cgAAGCTTgatccctccacatteegege
Brazo 3’ en pBJ-A 3183
MXAN3183Bam1 gcGGATCCcatgecgttgecectegtgt
MXAN3183Bam?2 cgGGATCCtgattgatgtgcttctgagev
o & gatigatets 88 Brazo 5’ en pBJ-A 8183
MXAN3183Eco tcGAATTCcaccgtegececgaagaaga
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Nombre Secuencia (5’—3’) Utilizacion
MXAN4841Hind cgAAGCTTcgagggagacaggegetect
8 £A88BAGACABECE Brazo 3’ en pBJ-A4841
MXAN4841Bam1 cgGGATCCtgaccgactgggggeggeat
MXAN4841Bam?2 acGGATCCcatccatccagecgagggaacgcee
Brazo 5’ en pBJ-A4841
MXAN4841Eco ccGAATTCgctgetgacgggeectgaga
MXAN4842Hind caAAGCTTacatgaagaggtccgagege
gaagaggiecsagce Brazo 3’ en pBJ-A/8/2
MXAN4842Bam1 cgGGATCCatgagagccccgaaaggacg
MXAN4842Bam?2 atGGATCCcat ttgccecagagge
8B88TE 888 Brazo 5’ en pBJ-A4842
MXAN4842Eco cgGAATTCgctegttctegegtggggag
LesAKpnF cggGGTACCgctgcttcaacggcattcat
P &8 ece &8 Amplificacion PcuoA
LcsABamR ttgGGATCCatgaagcctettcacgaatg
DHB1233BamHI cgaGGATCCcatgaacgtgatttcgatat
MXAN 1233 para DHB
DHB1233Kpnl ccgGGTACCcagggccageggtcaacgac
DHB1234BamHI cctGGATCCgatgeggeaggtagetteet
salgcscassias MXAN_ 1234 para DHB
DHB1234Kpnl tctGGTACCcaggacgtegtcacgtcate
4276LacZKpn ggGGTACCtcaggggattcactcatege .
pKY-spi-lacZ
4276LacZBam ggGGATCCatggggcctecgtggatgt
3464LacZKpn actGGATCCcgattgegttectgetecat
P gariece 8 & pKY-fmgE-lacZ
3464LacZBam cctGGTACCtgaaatcctggtggeggeg
pKY FW cagcgagtcagtgagcgagg . .
Comprobacion spi-lacZ
CheckLacZ4276RV cggtgcaacaggcegacgac
KY FW cagcgagtcagtgagega,
P BeBaglcagipascaass Comprobaciéon fmgE-lacZ
CheckLac3464RV cgtecttgtgactgeaaggeg

Tabla 2.7: Cebadores para PCR
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2.5. Soluciones

Nombre Secuencia (5'—3’) Utilizacién

seqpKNT25FW agttagctcactcattagge ;ré:ertos PRNT25 y pUTIS
seqpKNT25RV ttttttecttegecacggee Insertos pKNT25 Rv
seqpKT25FW cgacatgttcgecattatge Insertos pK'T25 Fw
seqpKT25RV ctcttegetattacgecage Insertos pKT25 Rv
seqpUT18RV tcgtageggaactggegacg Insertos pUT18 Rv
seqpUT18CFW tgggctgggageegegeeeg Insertos pUT18C Fw
seqpUT18CRV atgccgggagcagacaagec Insertos pUT18C Rv

pKY FW cagcgagtcagtgagegagg Insertos en pKY481 Fw
pKY RV cgccagggttttcecagtea Insertos en pKY481 Rv

Tabla 2.8: Cebadores para secuenciaciéon

2.5. Soluciones

Solucién

Utilizacion

Tampon PM2

Tampon Z

™

TE

Componentes
70 mM NagHPO4, 30 mM
NaHsPOy4, 1 mM  MgSOy,

0,2 mM MnSO, (pH 7,0)

0,1 M NaQHPO4, 0,01 M
KCI, 0,001 MgSOy4, 0,060 M
B-mercaptoetanol

10 mM Tris-HCI (pH 7,6), 1 mM
MgSOy

10 mM Tris-HCI (pH 7,4), 1 mM
EDTA (pH 8,0)

Determinaciéon de acti-
vidad [-galactosidasa
(DHB)

Determinacion de activi-
dad [-galactosidasa M.
zanthus

Lavado, re-suspension y
lisis.

Lavado, re-suspensién y
lisis.

...continta en la pagina siguiente
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Solucion Componentes Utilizacion

40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA

TAE (bH 8,0)

Electroforesis ADN

Tampon de car- 0,25 % azul de bromofenol, 0,25 %

ga (5bx) xileno cianol, 30 % glicerol Electroforesis ADN

Solucion de des-

.. 0,25 N HC1 Southern blot
purinacion
Solucion de des- ) oy N ) 0.5 M NaOH Southern blot
naturalizacion
Solucion de neu- 1

. Acetato sodico 3 M (pH 5.5) Southern blot
tralizacion
$SC (20x) 3 M NaCl, citrato sédico 0,3 M Southern blot

(pH 7,0)

150 mM NaCl, 100 mM &cido ma-

leico (pH 7,5) Southern blot

Tampoén maleico

Soluciéon de hi-

bridaciomn DIG Easy Hyb (Roche) Southern blot
Solucion de equi-
. 2xSSC, 0,1 % SDS Southern blot
librado I
Solucién de equi-

0,1xSSC, 0,1 % SDS Southern blot

librado 11

...continta en la pigina siguiente

46



2.6. Kits y reactivos comerciales

Solucion Componentes Utilizacion

Solucién de lava- 3% (p/v) Tween 20 en tampon

) Southern blot
do maleico

Solucion de blo- 1% (p/v) de reactivo de bloqueo

; h 1
queo (Roche) en tampon maleico Southern blot

Solucion de de- 0,1 M Tris-HCI, 0,1 M NaCl,

teccion 50 mM MgCly (pH 9.5) Southern blot

Solucién de
desarrollo de
color

200 pL de NTB/BCIP (Roche) en

10 mL de solucién de detecciéon Southern blot

Tabla 2.9: Soluciones

2.6. Kits y reactivos comerciales

« Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega). Obtencion de
ADN genomico de M. zanthus.

= Reactivo de Bradford (BioRad). Determinacion de la concentracion de
proteinas.

» High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche). Obtencion de ADN plasmidico
(miniprep).

» PrimeSTAR DNA Polymerase (Takara). Polimerasa de alta precision
(minima tasa de mutaciéon) para amplificacion de fragmentos de ADN por PCR.

» Enzimas de restriccion (Roche y Fermentas). Digestion de ADN.
» ADN ligasa del bacteriofago T4 (Roche). Ligacion de ADN.
= GelRed®. Tincion de ADN tras electroforesis.

» Molecular Weigth Marker II (Roche). Patron de bandas (0,5-25kb) para
electroforesis de ADN en agarosa, procedente del ADN del fago A digerido con
la enzima Hindlll.

= Papel filtro Whatman 3MM. Southern blot.
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» Hybond-N* (GE Healthcare). Membrana para transferencia Southern blot.

» DIG DNA Labeling and Detection Kit (Roche). Kit para marcaje y
detecciéon de la sonda de ADN con digoxigenina para Southern blot.

» Dig Easy Hyb (Roche). Reactivo de bloqueo para Southern blot.

» ONPG (o-nitrofenil-5-D-galactopiranésido). Medida de la actividad f-
galactosidasa.

2.7. Bases de datos y servidores

» BLAST Alineamientos para secuencias de ADN (BLASTn) y proteinas (BLASTD).
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

= Clustal W2 Alineamientos multiples para ADN y proteinas. http://www.ebi.
ac.uk/Tools/msa/clustalw2/

» ESPript 3.0 (Robert y Gouet, 2014). Tratamiento grafico de alineamientos
multiples. http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/

» I-TASSER (Roy et al., 2010). Modelaje 3D de proteinas y prediccion de fun-
ciones. http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/

» KEGG (Kanehisa et al., 2014). Genoma de M. zanthus. http://www.genome.
jp/kegg-bin/show_organism?org=mxa

= NCBI Base de datos de informacién genémica y protedmica. http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/

» NPS@ (Combet et al., 2000). Contiene diversas herramientas bioinformaticas,
entre ellas programas de alineamientos multiples para ADN y proteinas. https:
//npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_server.
html

» OCTOPUS (Viklund y Elofsson, 2008). Predicciéon de dominios transmem-
brana. http://octopus.cbr.su.se/index.php

» Phylogeny.fr (Dereeper et al., 2008). http://phylogeny.lirmm.fr/phylo_
cgi/index.cgi

» Pfam 27.0 (Finn et al., 2013). Base de datos de familias de proteinas. http:
//pfam.xfam.org

= Pubmed Base de datos bibliografica y genomas completos. http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/pubmed

» STRING 9.1 (Franceschini ef al., 2013). Prediccion de interacciones proteina-
proteina. http://string-db.org/

= SOSUL Prediccién de regiones transmembrana. http://harrier.nagahama-i-bio.
ac.jp/sosui/
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https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_server.html
https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_server.html
https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_server.html
http://octopus.cbr.su.se/index.php
http://phylogeny.lirmm.fr/phylo_cgi/index.cgi
http://phylogeny.lirmm.fr/phylo_cgi/index.cgi
http://pfam.xfam.org
http://pfam.xfam.org
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
http://string-db.org/
http://harrier.nagahama-i-bio.ac.jp/sosui/
http://harrier.nagahama-i-bio.ac.jp/sosui/

2.7. Bases de datos y servidores

» TMHMM. Prediccién de regiones transmembrana y localizacion subcelular
de una proteina. http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/

» TopPred. Predicciéon de regiones transmembrana. http://mobyle.pasteur.
fr/cgi-bin/portal.py?#forms: :toppred

= Xanthusbase Base de datos sobre mixobacterias. http://xanthus.openmods.
org/
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Capitulo 3

Métodos

3.1. Cultivo de microorganismos

Cultivo de E. coli Para el crecimiento de E. coli en medio liquido se utiliz6 siempre
medio LB. Los cultivos se inocularon partiendo de una tinica colonia, y se incubaron
a 37 °C con 200 rpm de agitacion.

Para el cultivo en medio sélido, E. coli se sembrd en estria o con espatula de
Driglasky sobre placas de medio LB o MacConkey conteniendo 1.5% de agar. Se
incubaron rutinariamente a 37 °C durante la noche, excepto para los ensayos de
doble hibrido bacteriano, que se incubaron a 30 °C durante varios dias (3.5.2). En
caso de ser necesario, se adicionaron al medio X-gal, maltosa, o los antibi6ticos
correspondientes.

Cultivo de M. zanthus FEl crecimiento vegetativo de M. zanthus se realizd en medio
de cultivo CTT. Los cultivos se incubaron a 30 °C con 300 rpm de agitacion. Para su
cultivo en medio sélido, las bacterias se sembraron en gotas, en estria o en sobrecapa
sobre placas de CTT con agar al 1.5 % y fueron incubadas a 30 °C durante varios dias.
Se anadieron componentes adicionales (seccion 2.2.3) al medio cuando correspondio.

Parala induccion del ciclo de desarrollo, M. zanthus se cultivé en medio CF, pobre
en nutrientes. Para ello, los cultivos vegetativos liquidos se concentraron previamente
a DOgo=15, y se inocularon en forma de gotas de 10-20 pL de volumen sobre las
placas. La incubacién se realiz6 a 30 °C durante varios dias. En caso de ser necesario,
se anadieron componentes adicionales al medio (seccion 2.2.3).

3.2. Conservacion de microorganismos

Conservacion de E. coli Las estirpes de E. coli fueron conservadas a partir de
cultivo liquido en fase de crecimiento exponencial (DOgoo=0,5-1) al que se anadio6
glicerol estéril a una concentracion final del 24 %. Se conservaron alicuotas de 1 mL
en crioviales a -80°C. Para recuperar las células se procedié a raspar la superficie de
la alicuota congelada con un asa de siembra estéril y se sembré en estria sobre medio
LB sélido, anadiendo el antibiético apropiado en caso de ser necesario.
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Conservacion de M. zanthus Las estirpes de M. zanthus, tanto las silvestres como
las manipuladas genéticamente, fueron conservadas a partir de cultivo liquido en
fase de crecimiento exponencial (DOgyp=0,8-1), al que se anadio glicerol estéril a
una concentracion final del 24 %. Se conservaron alicuotas de 1 mL en crioviales a
-80°C. Para recuperar las células se procedi6é a descongelar una alicuota completa
y se resembraron 200 ul. en forma de gotas sobre una placa de CTT sélido, con el
antibioético apropiado cuando fue necesario.

3.3. Técnicas rutinarias de manipulacién de ADN

3.3.1. Extraccién de ADN genémico

La purificacion de ADN genoémico de M. zanthus fue necesaria para realizar PCRs
y Southern blots. Se partié de una muestra de 1-3 mL cultivo liquido vegetativo cre-
cido hasta DOggp=1. Para ello se utilizé6 un kit comercial de purificacion de ADN
genomico (Promega), siguiendo el protocolo del fabricante para bacterias Gram ne-
gativas. Las células se rompen en solucién de lisis. Las proteinas son precipitadas
con sulfato aménico y el material genético se obtiene mediante precipitacién en iso-
propanol y lavado con etanol al 70 %. Finalmente el ADN obtenido se resuspende en
tampén de elucion del kit.

3.3.2. Extraccion de ADN plasmidico

Para la obtencion de ADN plasmidico (miniprep) amplificado en células de E. coli
se utilizo el kit comercial High Pure Plasmid Isolation Kit de Roche segin el protocolo
del fabricante. Las células de E. coli se lisan en un medio fuertemente alcalino para
precipitar ADN gendémico y proteinas. E1 ADN plasmidico es purificado haciendo
pasar la mezcla de lisis por un filtro proporcionado por el kit, y posteriormente
eluido.

3.3.3. Amplificacién de ADN por PCR

La amplificacion de ADN mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
permite obtener un elevado numero de copias de una secuencia concreta, generadas
por una ADN polimerasa termoestable a partir de una pareja de cebadores que
flanquean la region de ADN molde que se desea amplificar (Saiki et al., 1988).

Muchos cebadores utilizados en esta tesis (2.4) han sido disefiados incluyendo
sitios de restriccién cohesivos, inexistentes en la secuencia original, para controlar la
orientacién de clonacién del fragmento amplificado en el vector correspondiente.

Los componentes adicionados en la mezcla de reacciéon aparecen en la tabla 3.1,
y las condiciones estandar que se usaron para la reaccién se exponen en la tabla .

02



3.3. Técnicas rutinarias de manipulacion de ADN

50 pmol de cada cebador.

0,2 mM de cada ANTP.

25 pL de tampon de reaccion 2x (Contiene MgCly).
10 % DMSO.

2,5 U de polimerasa PrimeSTAR (Takara).

15-30 ng de ADN molde (plasmidico o genémico).
Agua Milli—Q® hasta completar 50 pL.

Tabla 3.1: Mezcla de PCR

Fase Ciclos Temperatura (°C) Tiempo (min)
Desnaturalizacion 1 94 10
Amplificaciéon 30
Desnaturalizacion 1 94 1
Hibridacion 1 50-68 1
Elongacién 1 72 1-3
Elongaciéon 1 72 12

Tabla 3.2: Condiciones estdndar para la reacciéon de PCR

3.3.4. Digestion de ADN con enzimas de restriccién

Las endonucleasas de restriccion de tipo II cortan el ADN por secuencias palin-
dromicas especificas para cada enzima, y son de uso rutinario en los laboratorios
de biologia molecular. Los fragmentos digeridos con una misma enzima presentan
extremos compatibles, lo que facilita la unién de ambas secuencias entre si a través
de estos extremos cohesivos. Las enzimas utilizadas en este trabajo pertenecen a las
casas comerciales Roche y Fermentas, y se utilizaron segiin instrucciones del fabrican-
te, realizando incubaciones de varios minutos a varias horas, generalmente a 37 °C.
La digestion de ADN con una tnica enzima de restriccién se ha realizado mediante
una reaccién que incorpora 5-10 unidades de endonucleasa por cada microgramo de
ADN, utilizando el tampén suministrado por la casa comercial correspondiente. La
digestion con dos enzimas es posible, siempre que el tampén sea comun y exista
suficiente distancia entre las dianas.

3.3.5. Ligacién de fragmentos de ADN

La ligaciéon de fragmentos de ADN es catalizada por la ADN ligasa del bacterio-
fago T4 (Roche). Esta enzima une de forma covalente, mediante enlace fosfodiéster,
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los extremos compatibles de dos segmentos de ADN. Este proceso ha sido utilizado
para la clonacion de fragmentos de ADN de forma orientada en un vector, siendo
ambos digeridos con enzimas de restriccién que generaron extremos compatibles.

Para la reaccion de ligacién se incorporaron 20 ng de vector junto con 40 ng de
fragmento a clonar, siguiendo una relaciéon molar 1:2. A esta mezcla se le anadié 1
unidad de ADN ligasa de T4, asi como tampoén de la ligasa que contiene Mg?t y
ATP. La reaccion se realizo a 16 °C durante la noche en un volumen final de 20 pL.

La mezcla de ligacién se transformé en células de E. coli para amplificar los
vectores con inserto procedentes de la ligaciéon, anadiendo al medio un antibiético
selectivo.

3.3.6. Secuenciacion de ADN

La secuenciacion de fragmentos de ADN amplificados por PCR o clonados en un
vector ha sido realizada por el Centro de Instrumentacion Cientifica de la Universidad
de Granada. Durante este procedimiento, se ha seguido el método de terminaciéon de
la sintesis de la cadena de ADN con didesoxirribonucleotidos (ddNTPs) marcados con
fluorescencia, utilizando un protocolo adaptado a partir del procedimiento descrito
por Sanger et al. (1977).

3.3.7. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

La separacion de fragmentos de ADN en funcién de su tamafio se consigue me-
diante electroforesis, que se basa en la migracion diferencial de las moléculas de ADN
de diferentes tamanos durante el desplazamiento a través de una matriz polimérica
por la acciéon de un campo eléctrico. La agarosa se utiliza como matriz de separa-
cién para fragmentos de ADN de tamanos comprendidos entre 0,5-25 kb. Se han
utilizado geles a una concentracion de agarosa de 0,7 %, preparada en tampén TAE
1x (seccion 2.5). Esta técnica de rutina se ha utilizado para comprobar la presencia
de productos de PCR, digestiones con enzimas de restriccién o tras la purificacién
de ADN plasmidico o gen6émico. Las condiciones estdandar de corrida de los geles
fueron 120 V (voltaje constante) durante unos 30 min, en cubetas de electroforesis
horizontal (BioRad) con tampoén de electroforesis TAE 1x.

La tincion de los geles de agarosa se ha realizado con una soluciéon de 0,5ug/mL
de bromuro de etidio, o GelRed®, preparada en TAE 1x durante 10 min. Estos
compuestos se intercalan en la doble hebra de ADN, permitiendo la visualizacion de
las distintas bandas electroforéticas, por emisién de fluorescencia bajo la luz ultra-
violeta. El tamano de los fragmentos se estim6 por comparacién con un marcador de
peso molecular (Molecular Weigth Marker IT de Roche).

La electroforesis de ADN en gel de agarosa también se ha empleado para el
aislamiento de fragmentos puros de ADN a partir de una mezcla. Para ello, tras la
separacion de los fragmentos en un gel de agarosa, se recort6 la porcion de gel que
contenia la banda de interés y se purifico con el sistema High Pure PCR Product
Purification Kit (Roche), siguiendo el protocolo de la casa comercial.
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3.3.8. Transferencia de ADN a células
Transferencia de ADN a E. coli

La transferencia de ADN a ceélulas de E. coli permite seleccionar y amplificar
plasmidos procedentes de una mezcla de ligacién asi como de una miniprep pura.
El vector concede a la bacteria la capacidad de crecer en un medio selectivo con
antibiotico, de manera que solo creceran en placa aquellas células que contengan el
plasmido. La introduccién de plasmidos en E. coli se puede realizar mediante dos
procedimientos: transformacién por choque térmico o electroporacion.

Transformacién por choque térmico La bacteria es sometida a un choque tér-
mico que permite al ADN extracelular entrar al citoplasma. Previamente es necesario
preparar las células para permeabilizar la membrana celular mediante un tratamiento
con CaCly, obteniendo asi células competentes.

Para preparar células competentes se partié de un cultivo de E. coli en fase expo-
nencial de crecimiento (DOgpo=0,5-1). Las células se recogieron por centrifugacion a
4000 rpm durante 10 min a 4 °C. El pellet se resuspendié en 1 volumen de 10 mM
MgSO4 y se incub6 durante 15 min en hielo. Las células se centrifugaron de nuevo
en las mismas condiciones y se incubaron en hielo, resuspendidas en 0,5 volimenes
de 50 mM CaClg, 10 mM Tris-HCI (pH 8), durante otros 15 min. Por ultimo, las
células se recuperaron nuevamente por centrifugacion, se resuspendieron en 0,05 vo-
lamenes de 50 mM CaCly, 10 mM Tris-HCI (pH 8) y 20 % glicerol , y se repartieron
en alicuotas de 100 pL que se conservaron a -80 °C hasta ser utilizadas.

Para realizar la transformacion, se mezclaron 50 ul. de células competentes de
E. coli con 1-10 ng de plasmido o mezcla de ligacién, y se incub6 la mezcla durante
30 min en hielo. A continuacion, las células se sometieron a un choque térmico (42 °C
durante 2 min) y seguidamente se anadieron 0,4 mL de LB liquido. Se realiz6 una
incubacién previa, de 60 min a 37 °C en agitacion, donde las células expresaron
la resistencia a antibidticos conferida por el plasmido. A continuacién, las células
se sembraron en medio s6lido LB suplementado con el antibiético adecuado y se
incubaron a 37 °C durante la noche, hasta la apariciéon de colonias.

Electroporaciéon Mediante este método, las células electrocompetentes de E. cols
son sometidas a una breve descarga eléctrica de elevado voltaje, facilitando la entrada
de ADN a través de poros generados en la membrana. Este método presenta mayor
eficiencia de captacion de ADN en comparacién con la transformacién por choque
térmico.

Para preparar células electrocompetentes se partié6 de un cultivo de E. coli en
fase exponencial de crecimiento (DOgoo=0,5-1). Las células se lavaron 3 veces con
agua Milli-Q“ estéril helada para eliminar las sales. Tras cada proceso de lavado,
las células fueron centrifugadas a 4000 rpm durante 15 min a 4 °C y finalmente, se
resuspendieron en 0,002 volamenes de glicerol estéril al 10 % (p/v), permaneciendo
conservadas a -80 °C en alicuotas de 100 uL.

Para la electroporacién, se mezclaron 50 pyL de células de E. coli electrocompe-
tentes con 1 ug de ADN plasmidico previamente dializado. La mezcla obtenida se
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transfirio a una cubeta de electroporacion de 2 mm de ancho (BioRad) y se aplico un
pulso eléctrico (2,5 kV, 129 Q) durante 5-10 ms. Tras el choque eléctrico, se anadio
1 mL de LB liquido, se incubaron las células durante 1 h a 37 °C con 200 rpm de
agitaciéon para permitir la expresiéon de la resistencia a antibidticos. Se realizaron
diluciones para obtener colonias separadas y se sembraron en medio LB sélido su-
plementado con el antibidtico adecuado, para luego incubar a 37 °C durante una
noche.

Transferencia de ADN a M. zanthus

La transferencia de ADN a M. zanthus se realiz6 mediante electroporacion, segiun
describieron Kashefi y Hartzell (1995). El proceso consiste en la aplicacion de una
breve descarga eléctrica a elevado voltaje sobre células electrocompetentes de M.
zanthus. Este choque eléctrico genera poros momenténeos en las membranas por los
que se produce la entrada del ADN en la bacteria.

Para preparar células electrocompetentes de M. zanthus se partié de 1,5 mL
de cultivo liquido crecido a una DOgpo=1, y se centrifugdé 2 min a 10000 rpm y a
temperatura ambiente. Las células se lavaron dos veces con agua Milli-Q estéril,
y tras descartar el volumen de agua las células se concentran en un volumen menor

(40 pL).

El ADN plasmidico fue dializado para retirar las sales, y se tomé 1 ug para la
electroporacion. La electroporacion se realizé mezclando ADN y células concentradas
en una cubeta de electroporacion de 1 mm de ancho (Bio-Rad) y se someti6 a un
pulso eléctrico (0,65 kV, 200 ©Q y 25 uF) con el electroporador GenePulser Xcell de
Bio-Rad durante 5-10 ms. Justo después de aplicar la descarga eléctrica, se anadid
1 mL de CTT liquido a la cubeta, y se incubd la mezcla en un matraz con CTT
liquido sin antibiético durante 6-8 h, para permitir la expresion del gen de resistencia
a antibiotico presente en el vector. Tras esta incubacién, se sembraron las células en
sobrecapa en CTT s6lido con el antibidtico apropiado, y se incubaron las placas
durante varios dias hasta que aparecieron colonias visibles. Los plasmidos no pueden
replicarse de forma auténoma en la mixobacteria, y se integran en el cromosoma de
M. zanthus mediante recombinacién homologa.

3.4. Southern blot

La técnica de Southern blot o hibridacion Southern (Southern, 1975) es empleada
para estudiar la existencia de genes y su organizacién en el genoma, mediante el
mapeo de sitios de restriccién que existen en fragmentos de ADN gendémico para los
que se fabrica una sonda de ADN especifica. Este método se ha utilizado en esta
tesis durante la construccién de mutantes de delecién, para comprobar la presencia
o ausencia de determinados genes (3.7.1).

La técnica de Southern blot consta de una serie de pasos que se describen a con-
tinuaciéon. En primer lugar se digiri6 el cromosoma a analizar siguiendo el protocolo
descrito en la seccion 3.3.4. Esta digestiéon, normalmente con un dnico enzima, genera
fragmentos de ADN que permiten diferenciar entre cepas que han sido modificadas
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genéticamente. Seguidamente, los fragmentos generados se separaron mediante una
electroforesis en gel de agarosa (3.3.7), dejando correr el gel durante la noche a bajo
voltaje (20-30 V) para obtener una mejor resolucion de las bandas. Al dia siguiente
se visualiz6 el gel y se anotaron las distancias recorridas por las bandas del marca-
dor molecular. Posteriormente, se procedié a desnaturalizar el ADN y se transfirio
del gel de agarosa a una membrana. Por otra parte, se amplifico mediante PCR el
fragmento que se utilizaria como sonda de ADN. El ADN fijado en la membrana
se hibrid6 con la sonda marcada, y se procedié al revelado para la detecciéon de las
bandas especificas. Cada uno de los pasos se detallara a continuacioén.

3.4.1. Desnaturalizacion del ADN

Es necesario separar la doble hebra del ADN para que méas adelante sea posible
su hibridacién con la sonda. Para ello, el gel en el que se realizd la electroforesis
se sumergié en soluciéon de despurinaciéon durante 3 min, para romper enlaces de
hidrégeno entre bases puricas. A continuacién el gel se lavd dos veces, durante 15
min cada una, con solucién de desnaturalizaciéon para separar por completo la doble
hebra de ADN. Finalmente, el pH béasico de las soluciones previas fue neutralizado con
solucién de neutralizacion durante 30 min, para mantener la doble hélice separada.
Trascurrido el proceso de desnaturalizacion, el gel se empap6 con solucion 2x SSC.
La composicién de las soluciones utilizadas se describe en la tabla 2.9.

3.4.2. Transferencia y fijacién del ADN a una membrana

La transferencia y fijacién de los fragmentos de ADN a un soporte solido es
necesaria para poder relacionar una banda durante el revelado con un fragmento de
ADN concreto. Para ello, se coloco el gel sobre tres papeles de filtro Whatman 3MM
humedecidos en 20x SSC, en contacto con un tampén compuesto por solucion de
transferencia 20x SSC contenida en una bandeja. Sobre el gel se situ6é en contacto
directo una membrana Hybond-N* (GE Healthcare). previamente humedecida en
2x SSC. Encima de la membrana, se situaron otros tres papeles de filtro Whatman
3MM empapados en 2x SSC y por ultimo se deposité6 una pila de servilletas de
papel secas comprimidas por un peso, que absorbieron la solucién de transferencia,
produciéndose la transferencia del ADN del gel a la membrana por capilaridad. El
ADN queda retenido en la membrana ocupando la misma posicién que presentaba
en el gel. El proceso de transferencia se prolongd durante una noche. Al dia siguiente
se procedi6 al lavado de la membrana con 200 mL de 2x SSC durante 10 min en
agitacion y se fijo el ADN a la membrana mediante incubaciéon a 80 °C durante 2 h.

3.4.3. Marcaje de la sonda

Para fabricar la sonda se partié de un fragmento amplificado por PCR cuya
secuencia estaba contenida en los fragmentos de ADN genomico que se deseaban
observar tras el revelado. Este fragmento de PCR fue previamente desnaturalizado
por calor, para después ser empleado como molde por la polimerasa de Klenow.
Esta polimerasa sintetiza una cadena complementaria a partir de hexanucleétidos
marcados con DIG-11-dUTP, de manera que se incorpora un nucledtido marcado
con digoxigenina cada 20-25 pb en el ADN sintetizado. El marcaje de fragmentos de
ADN se realiz6 siguiendo el procedimiento descrito por el kit DIG DNA Labeling.
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3.4.4. Hibridacioén con una sonda marcada

Una vez que el ADN de cadena sencilla estuvo fijado a la membrana, ésta se pre-
par6 para la hibridacién. Previamente se bloquearon los sitios de unién inespecificos
de la sonda a la membrana, mediante una incubaciéon de 4 h a 42 °C en solucién
de hibridacion (tabla 2.9) con agitacion suave. Transcurrido ese tiempo, se descart6
la solucién de hibridacién y se anadié solucién de hibridacién nueva conteniendo la
sonda marcada, desnaturalizada por calor, a una concentracion final de 5-25 ng/ mL.
La hibridacién se mantuvo durante la noche, incubado la membrana con la sonda a
42 °C con agitacién suave. Durante el tratamiento de hibridacién se produce la unién
selectiva de las cadenas sencillas de la sonda a las cadenas sencillas complementarias
de los fragmentos de ADN genomico fijados en la membrana.

Transcurrida la hibridacién, la sonda no hibridada se eliminé lavando la mem-
brana dos veces durante 5 min con solucién de equilibrado I, y otras dos veces més
con solucion de equilibrado IT durante 15 min cada una (tabla 2.9).

3.4.5. Revelado y detecciéon

El revelado de las bandas se realiz6 mediante la deteccién con anticuerpos anti-
digoxigenina portadores de fosfatasa alcalina (anti-DIG-AP). Esta enzima genera un
producto coloreado que permite visualizar las bandas a las que se adhirié la sonda.

El procedimiento de revelado se realizé siguiendo el protocolo indicado por el kit
de marcaje de la sonda (seccion 2.6). En este proceso, la membrana se lavo 5 min en
tampoén de lavado (tabla 2.9) y se incub6 con 100 mL de solucion de bloqueo (tabla
2.9) durante 30 min en agitacion fuerte. A continuacion, la membrana se incubo
30 min en nueva solucién de bloqueo con el anticuerpo anti-DIG-AP (diluciéon 1:10000
del stock), en agitacion. Tras esta incubacion, se lavo el exceso de anticuerpo con
tampon de lavado dos veces durante 15 min.

Entonces, la membrana se equilibré durante 5 min en 20 mL de tampoén de
deteccion (tabla 2.9) y se introdujo en una bolsa de plastico sellada que contenia
solucion de desarrollo de color (tabla 2.9), que contiene BCIP (5-Bromo-4-cloro-3-
indolil fosfato), sustrato para la fosfatasa alcalina, y NTB (azul de nitro-tetrazolio),
que actiia como oxidante. El enzima hidroliza el BCIP y genera un compuesto que
al oxidarse se torna de color morado. La membrana fue incubada en oscuridad hasta
la apariciéon de bandas coloreadas de morado, y la reaccién se detuvo lavando con
agua destilada.

3.5. Doble hibrido bacteriano

Se utiliz6 un sistema de doble hibrido bacteriano (DHB) para para detectar posi-
bles interacciones entre proteinas en un sistema in vivo. El sistema BACTH (Bacterial
Adenylate Cyclase Two-Hybrid) diseniado por Karimova et al. (1998) se basa en las
propiedades de la adenilato ciclasa de Bordetella pertusis. Esta enzima consta de dos
subunidades, denominadas T25 y T18, que necesitan estar en contacto fisico para
transformar el ATP en AMPc, y no son activas por separado (Figura 3.1, apartados
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A y B). Al fusionar dos proteinas que interaccionan a cada una de las subunidades
de la adenilato ciclasa, la actividad enzimatica se reconstituye y se produce AMPc
(Figura 3.1, apartado C). E1 AMPc producido se uniré a la proteina CAP (protei-
na activadora por catabolitos) y se activara la transcripcion los operones lac y mal,
que actuaran como genes reporteros. Asi, utilizando una cepa de E. coli carente de
actividad adenilato ciclasa (cya-) como hospedadora, podemos revelar interacciones
proteicas fusionando nuestras proteinas problema a las subunidades T25 y T18 de la
adenilato ciclasa.

M,

A) B) Q)
(125 H s (725 } { s [(7125 |[ 118
A'IQMPC ATC)‘\ A‘IQMPC

D) A e

expresion

— [ 1 I—IZ Gen reportero

Promotor

(lac, mal...)

Figura 3.1: Funcionamiento del sistema de doble hibrido bacteriano (BACTH). A) La ade-
nilato ciclasa requiere que las dos subunidades T25 y T18 se encuentren en contacto para
funcionar y sintetizar AMPc. B) Cuando se encuentran separadas no se sintetiza AMPc. C)
La actividad de la adenilato ciclasa puede reconstituirse cuando se fusionan las dos subuni-
dades a dos proteinas que interaccionan entre si, recuperdndose la actividad enzimatica y la
sintesis de AMPc. D) La sintesis de AMPc provoca la unién de la proteina activadora del
catabolismo (CAP) a la regiéon promotora del operédn lac de E. coli, y activara la expresion
de los genes reporteros.

3.5.1. Construcciéon de los vectores

El kit del sistema BACTH incluye cuatro vectores de clonacion, pKNT25, pKT25,
pUT18 y pUT18C, que permiten realizar proteinas de fusién con las subunidades T25
y T18 de la adenilato ciclasa, tanto en el extremo amino como en el carboxilo. Este
sistema permite analizar miltiples combinaciones de proteinas de fusién, puesto que
algunas combinaciones podrian presentar problemas para la interaccion.

pKT25 Este vector permite construir proteinas de fusiéon, fusionando una pro-
tefina problema al extremo carboxilo de la subunidad T25.
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PKNT25 Permite fusionar una proteina problema al extremo amino de la
subunidad T25.

pUT18 Este vector permite fusionar una proteina problema al extremo amino
de la subunidad T18.

pUT18C Permite fusionar la proteina problema al extremo carboxilo de la
subunidad T18.

El sistema incluye ademas un control positivo constituido por la pareja de vec-
tores pK'T25-Zip y pUT18C-Zip, que contienen un motivo de cremallera de leucina
fusionado a las subunidades T25 y T18 respectivamente Karimova et al. (1998).

Los genes escogidos para el ensayo se amplificaron mediante PCR (3.3.3). Se
disen6 una pareja de cebadores por gen (2.4), de tal manera que el mismo fragmento
de PCR pudiese ser clonado en los 4 vectores manteniendo la misma pauta de lectura
que la subunidad correspondiente de la adenilato ciclasa. Las enzimas de restriccion
utilizadas para flanquear los fragmentos de PCR fueron BamHI aguas arriba y Kpnl
aguas abajo.

3.5.2. [Enmnsayo de la interaccién del DHB

Las parejas de pldsmidos experimentales y de plasmidos control se introdujeron
en la cepa de E. coli BTH101 (tabla 2.1) mediante electroporacion (seccion 3.3.8).
Como control positivo se utilizaron los vectores pKT25-Zip y pUT18C-Zip. Como
control negativo se utilizaron pKT25 y pUT18C sin inserto. Las colonias Kan”™ Amp”
aparecidas al dia siguiente se utilizaron para el andlisis de la interaccién proteina-
proteina, tanto cualitativo como cuantitativo.

Ensayo cualitativo del DHB FEl anilisis cualitativo de la interaccién proteina-
proteina se realizé como indica el fabricante y mejorandolo segtin Battesti y Bouveret
(2012). Las colonias experimentales Kan” Amp", asi como las colonias control, fueron
resembradas simultdneamente en placas de LB solido + X-gal + Kan. + Amp., y en
placas de agar MacConkey + maltosa 4+ Kan. + Amp. Se incubaron réplicas a 28 °C ,
30 °C y 37 °C para observar la expresion de los genes marcadores en las interacciones
positivas, tal como indica el fabricante. En medio LB + X-gal, se revela la expresion
del operén lac, apareciendo las colonias positivas coloreadas de azul y las negativas
incoloras; en el medio MacConkey se revela la expresion del operén mal, apareciendo
las colonias positivas de color fucsia intenso y las negativas de color amarillento.
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3.6. Analisis de la expresion génica en M. zanthus

Ensayo cuantitativo del DHB Las interacciones proteina-proteina fueron cuan-
tificadas mediante la medida de la actividad §-galactosidasa, segiun explica Battesti
v Bouveret (2012). Para ello, las colonias cotransformadas con las parejas de vectores
adecuadas fueron crecidas en medio LB liquido con Kan. y Amp. durante 6 h. Tras
la incubacion, los cultivos fueron diluidos 10 veces en tampén TM y se tom6 nota de
la DOggo- Las células fueron permeabilizadas anadiendo 30 uL de tolueno y 30 uL
de SDS al 0.1 % a 1,5 mL de cultivo. La mezcla se agité brevemente con vortex y se
incub6 con agitaciéon vigorosa (300 rpm) a 37 °C durante 30 min.

Para la reaccién enzimatica, se anadieron 0,1 mL de células permeabilizadas en
0,9 mL de tampén PM2 (tabla 2.9), anadiendo S-mercaptoetanol fresco a concentra-
ci6on final 100 mM. Los tubos donde se llevé a cabo la reaccion fueron preincubados
a 28 °C durante 5 min. La reaccién enzimadtica se inicié anadiendo 0,25 mL de la
solucién sustrato, compuesta por 0,4 % ONPG (o-nitrofenil-5-D-galactopiranosido)
en tampoén PM2 sin S-mercaptoetanol, pre-equilibrada a 28 °C. La reaccién se de-
tuvo anadiendo 0,5 mL de 1 M NagCO3 cuando se alcanz6 una coloraciéon amarilla
equivalente a una absorbancias00=0,8-1,2.

3.6. Analisis de la expresion génica en M. zanthus

3.6.1. Construccion de fusiones lacZ

La counstruccion de cepas de M. zanthus portadoras de fusiones entre un gen de la
propia mixobacteria y el gen lacZ de E. coli permite establecer el perfil de expresion
de dicho gen de M. zanthus a lo largo del ciclo de vida. Para la construcciéon de
estas fusiones se utilizo el vector pKY481 (Cho y Zusman, 1999). Este vector posee
el gen lacZ de E. coli que codifica la enzima (§-galactosidasa, y un gen de resistencia
a Kan. También posee un sitio de clonaciéon multiple que permite clonar la regién
promotora del gen que se pretende analizar, aguas arriba y en la misma pauta de
lectura que el gen de la §-galactosidasa. De esta manera la expresion de la enzima
[-galactosidasa quedara bajo el control del promotor del gen problema, lo que nos
permite determinar el perfil de expresion de dicho gen mediante anélisis, cualitativo
o cuantitativo, de la actividad enziméatica S-galactosidasa.

Para construir los pldsmidos se partié de un fragmento de unas 800-900 pb locali-
zado aguas arriba del gen, que contenia la region promotora y el codén de inicio (ver
figura 3.2, A). Este fragmento fue amplificado por PCR a partir de ADN geno6mico
de M. zanthus, utilizando cebadores con sitios de restriccion anadidos, disenados es-
pecificamente para cada fusion (seccion 2.4). El fragmento se introdujo en el sitio de
clonaciéon maultiple del vector, correctamente orientado y manteniendo la pauta de
lectura con el gen lacZ aguas abajo.

El plasmido con el inserto fue electroporado en la cepa adecuada de M. zanthus
segun se explica en la seccién 3.3.8. Una vez el plasmido entra en la célula, éste se
integrard en el cromosoma mediante un proceso de recombinacién homoéloga que se
produce entre el inserto y el fragmento equivalente del cromosoma (ver figura 3.2, B).
Las células que hubieron incorporado el plasmido se seleccionaron mediante cultivo
en CTT con kanamicina.
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La correcta inserciéon del plasmido se comprob6é mediante PCR, tomando como
molde el cromosoma de la cepa portadora de la fusién, y utilizando una pareja de
cebadores especificamente disenados para la comprobacién: uno de ellos hibrida en
el cromosoma original de M. zanthus y otro en el vector (ver figura 3.2, C). De este
modo, solamente cuando el vector se haya insertado en el lugar deseado se amplificara
la region acotada por los cebadores y podremos detectar la presencia del producto
de PCR.

A) m— Cromosoma de
—_— N\ Y genpara analizar
: M. xanthus

: : Kan"
pKY481
PCRde la
region Clonacion
promotora w

Kan'"

B)
pKY481+PCR
N
Recombinacion ,
homdloga «'*
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C)
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Figura 3.2: Construccion de una fusion lacZ. A) Amplificacién por PCR y clonacién en
pKY481 de un fragmento de 800 pb que contiene la region promotora del gen cuyo perfil
de expresion se quiere conocer. B) Integracion del plasmido en el cromosoma de M. zant-
hus mediante recombinacion homologa. C) PCR, para comprobar la correcta inserciéon del
plasmido en el cromosoma. Los cebadores utilizados estan representados por flechas rojas.

3.6.2. Analisis cualitativo de la expresiéon génica

La actividad S-galactosidasa en M. zanthus se estima de forma cualitativa inocu-
lando las cepas en forma de gotas en placas de CTT o CF suplementado con X-gal.
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3.6. Analisis de la expresion génica en M. zanthus

La enzima S-galactosidasa emplea el X-gal como un sustrato generando un producto
de color azul. En base a esto, las cepas cuya fusién lacZ se expresa adquieren un
color azul, de forma que la apariciéon del color indica el momento de expresion, y la
intensidad de color se relaciona de forma directa con el nivel de expresion génica.

3.6.3. Analisis cuantitativo de la expresién génica

Preparacion de extractos celulares La cepa de M. zanthus portadora de la fu-
sion se cultivo en medio liquido CTT+Kan. a 30 °C y 300 rpm durante una noche.
Cuando el cultivo alcanzé una DOgop=0,8-1, las células se recogieron por centrifuga-
cion a 10.000xg durante 10 min a temperatura ambiente y concentradas a DOggo=15
en tampon TM (ver Tabla 2.9) . A continuacion se sembraron sobre placas del medio
solido pertinente, inoculando 200 puL de cultivo por placa, repartido en 10 gotas,
y se incubaron a 30 °C hasta su recoleccién. Las células se recogieron a diferentes
intervalos de tiempo con ayuda de una espéatula, y se conservaron a -20 °C.

El contenido celular se liber6 por sonicaciéon. Las células se resuspendieron en
tampén TM y se rompieron mediante pulsos de 30 s de 22,5 kHz a una amplitud de
30 % durante 5 min, manteniendo las células en hielo para evitar el sobrecalentamien-
to de la muestra y por tanto la desnaturalizacion de las proteinas. Cuando procedid,
se anadieron perlas de vidrio durante la sonicacién para romper las mixosporas. Tras
sonicar se centrifugaron las muestras (10 min, 4 °C, 15000 rpm) para descartar los
restos celulares y recuperar el sobrenadante para el ensayo de actividad enzimatica.

Medida de la actividad $-galactosidasa La determinacién cuantitativa de la
actividad S-galactosidasa en M. zanthus portadoras de fusiones lacZ se ha efectuado
siguiendo el procedimiento descrito por Kroos et al. (1986).

Previamente al ensayo, se cuantificé la concentracién de proteinas de la muestra
mediante el método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando una curva patrén de
seroalbtimina bovina para interpolar los valores de concentracién de las muestras
experimentales. La concentracion de los extractos se ajust6 a 50 pug/ pul para realizar
el ensayo de actividad enzimatica.

La determinacion de la actividad S-galactosidasa se efectué mediante el desarrollo
de una reaccién enzimética producida a partir de una mezcla de reaccién compuesta
por 50 uL del extracto celular en 450 uL de tampén Z (ver Tabla 2.9) con 1 mg/mL
ONPG. El ONPG es sustrato de la -galactosidasa generando o-nitrofenol (ONP),
de color amarillo. Las mezclas de reaccién se incubaron a 37 °C durante el tiempo
necesario para que la tonalidad amarilla generada durante la reaccién enzimética ad-
quiriera una intensidad equivalente a una absorbancias20=0,6-0,9. En ese momento,
la reaccion se detuvo anadiendo 0,5 mL de 1 M NaoCO3 y se midié en un espec-
trofotometro la absorbancia a 420 nm. Las medidas se estandarizan con dos tipos
de control negativo (blanco), uno de ellos constituido por 50 pL extracto celular en
tampon Z sin ONPG para cada muestra, y otro formado por 50 pL tampon TM
en tampoén 7Z sin ONPG. La actividad especifica se expresé6 como nmol de ONP
producidos por min y por mg de proteina.
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3.7. Mutantes de delecion en fase

3.7.1. Construccion de mutantes de delecién en fase

Las cepas mutantes de delecién construidas en este trabajo contienen una delecién
completa del gen o los genes deseados. La pauta de lectura no se alteré, de modo
que la expresion de los genes que pudieran ser cotranscritos junto con los genes
delecionados no se viera afectada.

La construccion de los mutantes fue posible mediante el uso del vector pBJ113
(tabla 2.6). En este vector, se clonaron dos fragmentos de PCR de aproximadamente
800 pb cada uno, correspondientes a fragmentos situados por encima y por debajo
del gen que se quiere delecionar (figura 3.3, apartado A). Para mantener la pauta de
lectura tras la delecion, se han conservado el codén de iniciacién y el de terminacion,
quedando un sitio de restriccion BamHI entre estos. El plasmido se integrara en el
cromosoma de M. zanthus durante un paso intermedio del proceso. Dicho plasmido
contiene dos genes marcadores selectivos: un gen de resistencia a kanamicina y el gen
galK que codifica para la enzima galactoquinasa. El gen de resistencia al antibidtico es
utilizado para seleccionar las colonias de M. zanthus intermediarias que han integrado
el plasmido en el cromosoma. Por su parte, el gen galK funciona en un paso posterior
para seleccionar aquellas cepas que han eliminado el plasmido, puesto que las células
portadoras de este gen no crecen adecuadamente en presencia de galactosa.

Una vez obtenida la construccién de los dos fragmentos de PCR y clonados en
el vector, éste fue electroporado en la cepa adecuada de M. zanthus. Las células que
incorporaron el plasmido se seleccionaron creciendo la bacteria en medio CTT so6lido
suplementado con kanamicina.

La integracion del plasmido en el cromosoma sucede por recombinacién homoéloga,
y puede ocurrir a través del primer producto de PCR clonado o del segundo. En
ambos casos se produce la incorporacion del plasmido completo y como consecuencia
se obtiene una duplicacién en el cromosoma de los fragmentos amplificados por PCR
(figura 3.3, B). Tras varios dias de incubacion, las colonias capaces de crecer en el
medio con kanamicina fueron analizadas mediante Southern blot, para comprobar
que habian incorporado el pldsmido en el lugar correcto.

FEl siguiente paso consisti6é en la escisién del plasmido, para lo que se cultivaron
las células en medio CTT sin antibidtico durante 24-48 h. Al eliminar la presion
selectiva del antibiotico se favorece la pérdida del pldsmido, de nuevo por un proceso
de recombinacion homologa (figura 3.3, apartado C). A continuaciéon se realizaron
diluciones seriadas en medio CTT sélido con galactosa. Las colonias capaces de meta-
bolizar la galactosa y por tanto de crecer en un medio suplementado con este aztucar,
pero no en presencia de kanamicina, seran las que habran perdido el plasmido. Al
igual que en el caso anterior, este proceso de recombinacién se puede producir a tra-
vés del primer o del segundo producto de PCR. Dependiendo del caso, obtendremos
nuevamente cepas silvestres (figura 3.3, apartado E), o se obtendra el mutante de
delecion en fase para el gen deseado (figura 3.3, apartado D). La distincion entre
revertientes a silvestre y mutantes se realizé por Southern blot.
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3.7.2. Caracterizaciéon fenotipica de cepas mutantes

Crecimiento vegetativo

La realizacion de curvas de crecimiento vegetativo de la cepa silvestre y de las
diferentes cepas mutantes permiti6é caracterizar las consecuencias fenotipicas de las
deleciones realizadas. Para ello, se inocularon las cepas procedentes de medio CTT
solido en medio CTT liquido. Tras una incubacion de 24 h a 30 °C, las cepas alcanza-
ron una DOggg ~1. Este cultivo se utiliz6 como preinoculo. A continuacién, cada una
de las cepas fue inoculada en un matraz con 50 mL de medio CTT liquido ajustando
la densidad optica inicial a DOgoo=0,05, e incubada a 30 °C en agitacion (300 rpm).
Se midio6 la DOggg del cultivo de forma periédica hasta que transcurrieron 48 h.

Movilidad

La movilidad de las cepas de M. zanthus se determind mediante la valoracion a lo
largo del tiempo del desplazamiento desarrollado por cada una de estas cepas sobre la
superficie de CTT solido. Para ello, un cultivo vegetativo de cada cepa crecido a una
DOggp=1 fue centrifugado a 10000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente para
concentrar las células, que fueron resuspendidas en tampén TM a una DOggp=15. Se
depositaron 10 pL. de cada cultivo concentrado en el centro de una placa de medio
CTT solido y se incubaron las muestras a 30 °C. Se determiné de forma periédica
el diametro (mm) alcanzado por cada gota sobre la placa, a lo largo de una semana.
Para estudiar la movilidad social y aventurera se emplearon concentraciones de agar
diferentes. Se utilizé6 un medio més consistente con 1.5 % de agar para el analisis de la
movilidad aventurera; para estudiar la movilidad social se emple6 una concentraciéon
de 0.5% de agar. Los mecanismos de movilidad en M. zanthus se detallan en la
seccion 1.1.3.

Ciclo de desarrollo

El analisis fenotipico de las cepas mutantes durante el ciclo de desarrollo se llevd
a cabo tras sembrar las células en medio CF, pobre en nutrientes, capaz de inducir
la fructificacion. Para todas las cepas se parti6 de un cultivo en medio CTT liquido
crecido a una DOggp=1. Los cultivos se centrifugaron a 10000 rpm durante 10 min a
temperatura ambiente. El pellet obtenido se resuspendié en tampoén TM para concen-
trar los cultivos hasta una DOggp=15. Se tomaron 10 uL de cada cultivo concentrado
y se depositaron en forma de gota en placas Petri con medio CF. Las muestras fueron
incubadas a 30 °C y se llevo a cabo un seguimiento de la formacion de los cuerpos
fructiferos tomando fotografias con una lupa peridédicamente hasta las 96 h.
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Esporulaciéon

El estudio de la esporulaciéon de los mutantes se ha llevado a cabo mediante
el recuento del nimero de mixosporas producidas durante el ciclo de desarrollo,
estableciendo una comparaciéon con las mixosporas generadas por la cepa silvestre en
las mismas condiciones.

Las distintas cepas fueron cultivadas en CF, inoculandose un volumen de 200 L
distribuidos en 10 gotas de 20 pL. Las placas fueron incubadas a 30 °C y se reco-
gieron muestras a las 96 h, cuando el ciclo de desarrollo ha culminado y las esporas
son maduras. Las muestras fueron recogidas con una espétula, y se procedié a su
sonicaciéon para eliminar las células vegetativas que pudieran estar presentes y para
dispersar las mixosporas que se encontrasen agregadas. Para ello, las muestras fueron
resuspendidas previamente en 200 uL de tampén TM y sonicadas durante 1,5 min
en pulsos de 30 s y 22,5 kHz. Antes de proceder a su recuento, las muestras sonicadas
fueron diluidas 10 6 100 veces en tampén TM. El recuento se efectué en una cdmara
Petroff-Hausser. El resultado se expres6 como nimero de mixosporas por placa.

Germinacion

La viabilidad de las mixosporas producidas por las cepas de M. zanthus ha sido
determinada mediante su eficiencia de germinacién en un medio rico en nutrientes.

Para inducir la germinacion, las muestras sonicadas utilizadas para el recuento
de mixosporas se calentaron a 50 °C durante 2 h y se sometieron a un pulso de
30 s de sonicacion para dispersar las esporas agrupadas. A continuacion se realizaron
diluciones decimales de las muestras en tampon TM, hasta la dilucién 1078, De
cada dilucién se tomaron 50 pL y se anadieron a 4,5 mL de CTT blando fundido
para sembrarlas en sobrecapa en placas de medio CTT sélido. Las placas fueron
incubadas a 30 °C durante 7 dias hasta que aparecieron colonias visibles. El niimero
de esporas viables se corresponde con el numero de colonias aparecidas. El porcentaje
de esporas viables se calculé segun las esporas inoculadas de partida, y la eficiencia
de germinaciéon de cada cepa se expres6 como un porcentaje respecto a la eficiencia
de germinacién de la cepa silvestre.
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Figura 3.3: Construcciéon de un mutante de delecion en fase. A) El plasmido portador de la
deleciéon pBJ113-Agen se integra en el cromosoma de M. zanthus mediante recombinacion
homoéloga. En este caso se representa la recombinacién en el brazo aguas arriba del gen.
B) El plasmido permanece integrado en el cromosoma, las colonias que lo contienen son
resistentes a kanamicina. C) Pérdida del plasmido por un segundo proceso de recombinacién
homologa. D) Cuando la segunda recombinacion sucede por el mismo fragmento que la
primera, obtenemos de nuevo una cepa silvestre. E) Cuando la recombinacién sucede por el
otro fragmento, obtenemos una cepa mutant@@e delecién en fase.
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3.8. Medida del hierro intracelular en M. zanthus median-
te ICP-OES

La cantidad de hierro intracelular se midié en cepas de M. zanthus utilizando
Espectrometria de Emision Optica con Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP-
OES). Esta técnica permite detectar y cuantificar la mayoria de los elementos de la
tabla periddica presentes en una muestra a muy bajas concentraciones (elementos
traza).

Inicialmente, las cepas fueron cultivadas en medio CTT so6lido, con y sin hierro
anadido. Las cepas, provenientes de un cultivo liquido en medio CTT con 24 h de
incubacién, se concentraron a una DOggp=15, y se inocularon en placas de CF sin
hierro adicionado o suplementadas 0,5mM de FeCls, a razén de 10 gotas de 20 uL
por placa.

Tras incubar las placas durante 24 h a 30 °C, las células se recogieron en un tubo
de centrifuga estéril, y se lavaron 3 veces con medio CTT modificado (sin MgSOy y
anadiendo 1 mM EDTA). A continuacién, se sigui6 el método descrito por Outten
et al. (2001) para la preparacion de las muestras. Los pellets se secaron incubéndolos
a 80 °C durante una noche. Una vez secados, se disolvieron en 5 mL de 4cido nitrico
para trazas de metal, calentdndolos a 80 °C durante 30 min.

El contenido en metal (Fe) de las muestras se midié utilizando un espectrografo
ICP-OES Thermo Jarrell Ash Enviro 36 con un rango de detecciéon de 20 elementos.
La muestra es pulverizada e inyectada a través de un plasma a muy alta temperatura.
Este proceso provoca la atomizacion, ionizaciéon y excitaciéon de los elementos de la
muestra. El espectro de emisiéon de cada elemento y su intensidad son detectados por
el aparato, e interpretados con la ayuda de una curva patrén, ofreciendo finalmente
un listado de los elementos detectados y su concentraciéon en la muestra.
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Capitulo 4

Analisis bioinformatico

4.1. Genes paralogos de Ser/Thr quinasas

Uno de los primeros andlisis que se hizo tras la secuenciaciéon y anotacion del
genoma de M. zanthus (Goldman et al., 2006) fue un estudio de genes pardlogos,
revelandose que uno de los grupos de parédlogos més grande es el de las Ser/Thr qui-
nasas de tipo eucariota. El andlisis demostro la existencia de 99 genes que codificaban
proteinas de este tipo.

En nuestro grupo de investigacion se elabor6 un arbol filogenético utilizando las
secuencias de los dominios quinasa de todas las mixobacterias secuenciadas hasta el
momento (2008), con el objetivo de estudiar el proceso de duplicacion y divergencia
que han sufrido los genes de las Ser/Thr quinasas en mixobacterias. El arbol revel6 la
existencia de dos grupos de genes muy similares, pertenecientes a M. zanthus (figura
4.1), que aparecen agrupados en dos ramas independientes: una de ellas contiene,
entre otros, los genes MXAN 1233, MXAN 2176, MXAN 3182 y MXAN 4842 y
la segunda engloba genes entre los que se encuentran MXAN 1234, MXAN 2177,
MXAN 3183 y MXAN 4841. Observando la numeracion, descubrimos que cada uno
de los genes de una rama aparecia emparejado con otro de los genes de la otra rama,
formando parejas de dos quinasas consecutivas en la secuencia del genoma. El hecho
de que estas quinasas se encuentren siempre en parejas, asi como que aparezcan 4
copias de dichas parejas dentro del genoma de M. zanthus, fueron los motivos que
nos llevaron a elegir estas quinasas entre las 99 codificadas por esta mixobacteria.

4.2. Anadlisis del entorno génico

Para iniciar un estudio en profundidad de estas Ser/Thr quinasas, se comenzo
estudiando su entorno génico.

Los ocho genes de Ser/Thr quinasas forman 4 parejas que se encuentran dis-
tribuidas por el genoma de M. zanthus. En la figura 4.2 se han representado las
cuatro regiones génicas que rodean a las cuatro parejas de genes. Todas las parejas
de quinasas se transcriben en la misma direcciéon, excepto la pareja MXAN 4842
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)

MXAN_1234
MXAN_4841
MXAN_2177
MXAN_3183

MXAN_1233
MXAN_4842
MXAN_2176
MXAN_3182

Figura 4.1: Arbol filogenético de los dominios Ser/Thr quinasa de mixobacterias, mos-
trando la situacion de los genes pardlogos emparejados. Los pardlogos MXAN 1233,
MXAN 2176, MXAN 3182 y MXAN 4842 aparecen coloreados de rojo. Los paralogos
MXAN 1234, MXAN 2177, MXAN 3183 y MXAN 4841 aparecen coloreados de verde.
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Figura 4.2: Entorno génico de las parejas de genes para Ser/Thr quinasas. Los nimeros
representan el codigo MXAN en el genoma de M. zanthus. Los genes y los espacios intergéni-
cos estan representados a escala. Los genes del mismo color representan genes paralogos. Las
funciones de los genes han sido predichas segin su similitud a otras secuencias, utilizando
la base de datos KEGG.

y MXAN 4841, que aparece en la hebra complementaria. Los genes que acompa-
nan a las quinasas se transcriben en el mismo sentido que éstas exceptuando el ORF
MXAN 4843, que ademads no presenta ningin pardlogo. Sin embargo, no se expresan
todos los genes en la misma pauta de lectura.

Entre los genes codificados en estas regiones, aparecen numerosas proteinas hipo-
téticas, cuya secuencia no se ha podido relacionar con proteinas de funcién conocida.
Otros genes se han clasificado segtin su secuencia como lipoproteinas y proteinas con
dominios pirina de unién a Fe (II) (PF02678.11 y PF05726.8).

En estas regiones existe un alto grado de microsintenia local, pues la mayoria
de los genes que rodean a las quinasas se encuentran conservados en varias pare-
jas, y mantienen el mismo orden de aparicién. No obstante, todas las agrupaciones
presentan diferencias en la combinaciéon de genes que aparecen. El tinico gen que
aparece conservado en las cuatro parejas es una proteina hipotética representada en
color morado en la figura 4.2. Este hecho sugiere que, probablemente, estas quina-
sas tuvieron como antecesor original una regién de ADN que contenia una tdnica
pareja de Ser/Thr quinasas acompanadas de estos genes vecinos, que sufri6 repeti-
das duplicaciones en el genoma. Para ser mantenidos, los genes duplicados han de
aportar una ventaja selectiva, y frecuentemente se preservan en el genoma mediante
un mecanismo de subfuncionalizacion (Innan y Kondrashov, 2010; Lynch y Force,
2000). Segun este modelo, cada una de las copias generadas de una region génica
sufre una menor presion selectiva que la copia antecesora tnica, pudiendo acumular
mutaciones y pérdidas de genes completos. Cada regiéon génica habria adquirido una
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funcién especializada, y serfa el motivo por el que se mantienen cuatro copias en el
genoma. Por otro lado, el hecho de que existan copias de la proteina hipotética antes
mencionada (MXAN 1229, MXAN 2174, MXAN 3180 y MXAN 4846) en todos
los clusters supone un aspecto en comun en la funcién que desempenaran las cuatro
parejas de quinasas.

Acompanando a dos de las parejas aparece un gen, situado aguas arriba de la
primera quinasa, que codifica una proteina hipotética con un dominio conservado
de funcion desconocida (DUF:2381, PF(09544.5). Segun la base de datos Pfam, este
dominio solamente aparece en mixobacterias.

En ambos genes DUF:2381 su regién codificante se solapa con la regiéon codificante
de la quinasa que aparece a continuacién, asi que probablemente sean cotranscritas.
Asimismo, las quinasas aguas abajo siempre aparecen a menos de 100 pb de distancia
de las quinasas aguas arriba, y también cabe la posibilidad de que sean transcritas
junto a estas dltimas.

4.3. Analisis de la secuencia de ADN de las Ser/Thr qui-
nasas emparejadas

Las Ser/Thr quinasas fueron anotadas con herramientas bioinformaticas y verifi-
cadas de forma manual durante la anotacién del genoma de M. zanthus. La secuencia
de los genes situados aguas arriba en la pareja presenta un tamano que oscila entre
1791-1794 pb; los genes situados aguas abajo son de menor tamano, oscilando entre
1155-1218 pb. Las secuencias de ADN se pueden consultar en los apéndices A y B
de este trabajo.

En general, el contenido en guanina y citosina (G+C) en la tercera base de
cada codén en las secuencias codificantes de M. zanthus es elevado, de un 70 %
aproximadamente (Komano et al., 1987). En las quinasas que estamos estudiando,
el porcentaje G+C se encuentra ligeramente por debajo de la media, con valores que
oscilan entre 62,36-66,83 %. Los porcentajes para cada gen aparecen detallados en
la tabla 4.1. El codén de iniciacion es en todos los casos ATG, exceptuando el gen
MXAN 2177 que comienza con el codén de inicio alternativo GTG.

Quinasas aguas arriba Quinasas aguas abajo

MXAN 1233 62,36% MXAN 1234 65,10%
MXAN_2176 62,66% MXAN_2177 65,76 %
MXAN 3182 62,53% MXAN 3183 66,83%
MXAN 4842 62,47% MXAN_ 4841 64,44%

Tabla 4.1: Porcentaje G+C de las Ser/Thr quinasas emparejadas.
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4.4. Analisis de la secuencia proteica de las Ser /Thr qui-
nasas emparejadas

Los genes para estas quinasas codifican proteinas que constan de 596-597 ami-
noacidos en el caso de los genes situados aguas arriba y de 384-405 aminoacidos en
el caso de los genes aguas abajo.

Los genes pertenecientes a la misma rama en el arbol filogenético, mantienen
una secuencia de aminodcidos muy similar entre ellos. La similitud se puede apreciar
visualmente en los alineamientos realizados (figura 4.4), asi como en el porcentaje de
aminoacidos idénticos calculado, que como minimo es de un 80 % (figura 4.3).

En el alineamiento de las proteinas MXAN 1233 y sus homologas, éstas presen-
tan una secuencia idéntica o bioquimicamente equivalente en casi toda su longitud,
salvo en residuos puntuales. Cabe destacar que existen dos zonas de menor similitud,
que en la figura 4.4, apartado A, abarcan los residuos 306-334 y 360-388 (numeracion
relativa a MXAN _4842).

En el alineamiento de los de las proteinas MXAN 1234 y sus homologas se
observa también que las secuencias son idénticas o equivalentes, salvo en residuos
puntuales (4.4, apartado B). También existen zonas con menor homologia, pero esta
vez se encuentran situadas en los extremos de la proteina: al inicio, en los residuos 1-8,
y especialmente en la region final de la proteina, a partir del residuo 350 (numeracion
referida a MXAN 1234).

Figura 4.3: Porcentaje de identidad entre secuencias peptidicas de los genes paralogos.
A) Secuencia aminoacidica de las quinasas MXAN 1233, MXAN 2176, MXAN 3182 y
MXAN 4842. B) Secuencia aminoacidica de las quinasas MXAN 1234, MXAN 2177,
MXAN 3183 y MXAN 4841. Datos tomados de alineamientos realizados en BLASTp.
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Figura 4.4: Alineamientos de la secuencia de aminoacidos de (A) los genes paralogos
MXAN 1233, MXAN 2176, MXAN 3182 y MXAN 4842 y de (B) los genes paralogos
MXAN 1234, MXAN 2177, MXAN 3183 y MXAN 4841. Los residuos idénticos apare-
cen representados con letras blancas sobre fondo rojo. Los residuos pertenecientes al mismo
grupo bioquimico aparecen como letras coloreadas de rojo. Los alineamientos han sido rea-
lizados en ClustalW2 y modificados en ESPript.
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4.4.1. Estudio de los dominios cataliticos

En cada uno de los 8 genes, la secuencia de aminoacidos deducida contiene un do-
minio Ser/Thr quinasa. La identificacion de los dominios se ha realizado a través
de la base de datos Pfam, a partir de alineamientos con otras secuencias que contie-
nen motivos similares. Se ha empleado un valor de corte estricto (E-value<1.0) para
la identificacién de dominios (Tabla 4.2). Este dominio esta altamente conservado en
todos los miembros de la familia Ser/Thr quinasa, y es el responsable de la actividad
catalitica. Los dominios quinasa abarcan aproximadamente 263-266 residuos en el
caso de las quinasas aguas arriba, y son més cortos en el caso de las quinasas aguas
abajo, abarcando 290-297 residuos (Tabla 4.2). En las quinasas aguas arriba, el do-
minio catalitico se encuentra situado en el extremo amino de la proteina, mientras
que en las quinasas situadas aguas abajo dicho dominio abarca casi la totalidad de la
proteina, dejando unas regiones de 23-62 residuos a cada lado del dominio catalitico
que no poseen ninguna estructura conservada.

A continuacién se examinaron los residuos y motivos conservados que de-
finen un dominio quinasa. Para ello, los dominios Ser/Thr quinasa se alinearon
con los dominios cataliticos de las Ser/Thr quinasas PknB de la bacteria M. tubercu-
losis y PKA de raton. Se escogieron estas quinasas como modelo por ser los ejemplos
mejor caracterizados en procariotas y eucariotas respectivamente.

En primer lugar describiremos el dominio quinasa codificado por los genes
paralogos aguas arriba, cuyos alineamientos con las Ser/Thr quinasas PknB y
PKA se muestran en la figura 4.5. Observamos que los dominios estdn muy conserva-
dos a nivel de secuencia, pues se han introducido muy pocos gaps en el alineamiento.
Utilizando como guia las estructuras secundarias de las quinasas PknB y PKA, se
han identificado los 12 subdominios tipicos de un dominio quinasa en las quinasas
de M. zanthus.

Las secuencias presentan todos los residuos y motivos esenciales para la actividad
catalitica de la proteina. El bucle P, rico en glicina, se encuentra conservado en todas,
asi como el residuo de lisina en el subdominio II, y el residuo de glutamato en la
hélice del subdominio III.

El triplete HRD del subdominio VIb también esta conservado, asi que estas qui-
nasas deben englobarse dentro de las quinasas RD, que en su mayoria se activan
por autofosforilaciéon en el bucle de activacion. Observamos que en el bucle de activa-
cion, que abarca los residuos numerados del 159 al 183 en la figura 4.5 (numeracion
referente a PknB), encontramos residuos candidatos a ser fosforilados: dos residuos
de treonina, y uno o dos residuos de serina, dependiendo de la proteina. Cabe des-
tacar que el residuo de treonina situado en 171 es el Ginico que estd conservado en
las cuatro quinasas de M. zanthus, asi como en PknB y PKA. En ambas quinasas
modelo, este residuo de treonina es el tnico residuo del bucle de activacién que es
fosforilado (Pereira et al., 2011). Por consiguiente, esta treonina parece ser el residuo
fosfoaceptor mas probable.

En el triplete DF'S, una serina sustituye al clasico residuo de glicina. Sin embargo,
se conservan los residuos de aspartato y fenilalanina, necesarios para unir Mg?T y
estabilizar el motivo catalitico HRD, respectivamente. A pesar de que la glicina del
DFG esta conservada en la inmensa mayoria de quinasas activas, no esta demostrado
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Paralogo Gen Residuos Valor E  Esquema
MXAN 1233 17-280  12¢-39 -ePhincusss
MXAN 2176 17-283  15¢-30 -SeCkcass

Aguas arriba S—
MXAN_3182 17-283  3,le-33 ~ Siknsciis

MXAN 4842 17-283  02¢-33 -Phinchsss

MXAN 1234 57-354 1,4e -22 ____lines

~ MXAN_ 2177 68-358 2,0e -21 —tliniem

Aguas abajo - R
MXAN 3183 68-361 4,1e -23 - —rl 2 —

MXAN 4841 57-353 4,2e -23 _ —i 1 o—

Tabla 4.2: Dominios quinasa encontrados en la base de datos Pfam a partir de la secuencia
de aminoacidos. Un valor E>1 indica un resultado significativo.

que este residuo tenga un papel en la catélisis, con lo cual no hemos considerado esta
variacion una razon suficiente para englobar a estas quinasas dentro de la categoria
de pseudoquinasas.

Al final del segmento de activacién también aparece conservado en triplete APE
en las cuatro proteinas. En conclusion, estas quinasas conservan todos los residuos
clave y podemos clasificarlas, desde un punto de vista bioinformatico, como Ser/Thr
quinasas activas.

Los dominios quinasa codificados por los genes aguas abajo aparecen
representados en la figura 4.6, alineados también con los dominios cataliticos de
PknB y PKA. Observamos que el grado de conservacién de los dominios quinasa no
es tan elevado como en los genes anteriores y aparece mayor namero de gaps. Aun
asi, es posible identificar los 12 subdominios tipicos de un dominio quinasa, asi como
los motivos y residuos conservados.

El bucle P del subdominio I, el residuo de lisina en el subdominio II, y el residuo
de glutamato en la hélice del subdominio III, se encuentran conservados. En las
cuatro proteinas, el triplete catalitico del subdominio VIb muestra una sustitucién
del residuo de aspéartico por un residuo de alanina, presentando un motivo
HRA. Recordaremos que este residuo de aspartico constituye la base catalitica del
enzima, y en la mayor parte de ellas es necesaria su intervenciéon para el proceso
de fosfotransferencia. Esta sustitucién es motivo suficiente para considerar a estas
proteinas pseudoquinasas predichas, segin el marco de clasificaciéon propuesto
por Zeqiraj y van Aalten (2010).

Por otro lado, los tripletes DFG y APE aparecen perfectamente conservados, asi
como el segmento de activaciéon. En este segmento aparecen numerosos residuos de
serina, entre 4 y 5 dependiendo del gen, que podrian ser candidatos a ser fosforila-
dos. En tal caso, la reaccion habra de ser catalizada por otra Ser/Thr quinasa con
actividad catalitica que formaré parte de la misma ruta de transduccién de senales.
Asimismo, existe la posibilidad de que estos residuos no se fosforilen, y esta quinasa
sea regulada exclusivamente mediante mecanismos alostéricos.
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Figura 4.5: Alineamientos de la secuencia de aminoacidos del dominio quinasa de las protei-
nas MXAN 1233, MXAN 2176, MXAN 3182y MXAN 4842 (residuos 7-275 referentes a
PknB), dominio quinasa de PknB de M. tuberculosis (PDB: 106Y, residuos 1-263 referentes
a PknB), y dominio quinasa de PKA de M. musculus (PDB: 4NTS, residuos 33-284 refe-
rentes a PknB). Encima y debajo del alineamiento se muestran las estructuras secundarias
de PknB y PKA, respectivamente. Los recuadros coloreados muestran los residuos y moti-
vos més importantes que definen un dominio quinasa: bucle P (rojo), lisina del subdominio
IT (naranja), glutamato del subdominio III (amarillo), lisinas e histidina del subdominio
VIIa (azul), triplete HRD del centro catalitico (azul celeste), triplete DFG del segmento de
activacion (azul marino), segmento de activacion (llave azul marino), triplete S/APE (li-
la), y arginina correspondiente al subdominio XI (azul marino). Los alineamientos han sido
realizados utilizando los servidores NPS@ y Espript.
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Figura 4.6: Alineamientos de la secuencia de aminoécidos del dominio quinasa de las
proteinas MXAN 1234, MXAN 2177, MXAN 3183 y MXAN 4841, dominio quinasa de
PknB de M. tuberculosis (PDB: 106Y, residuos 1-263 referentes a PknB), y dominio quinasa
de PKA de M. musculus (PDB: 4NTS, residuos 33-284 referentes a PknB). Encima y debajo
del alineamiento se muestran las estructuras secundarias de PknB y PKA, respectivamente.
Los elementos destacados y el codigo de color utilizados son los mismos a los indicados en la
figura4.5. Los alineamientos han sido realizados utilizando los servidores NPSQ y Espript.
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4.4.2. Estudio de la localizacién subcelular de las Ser/Thr quinasas

Para predecir la localizacion subcelular de estas proteinas, se ha analizado la
secuencia de aminodcidos en busca de segmentos transmembrana, y en consecuen-
cia, determinar la topologia de dichas proteinas. En las quinasas MXAN 1233,
MXAN 2176, MXAN 3182 y MXAN 4842, algunas de las bases de datos utili-
zadas predicen varios dominios transmembrana, mientras que otras las clasifican
como proteinas solubles. La topologia mas frecuente proporcionada por las bases de
datos es aquella en la que aparece un tnico segmento transmembrana (ver tabla 4.3).
Dicho segmento se encuentra situado tras el dominio catalitico.

Segiin estas predicciones, estas quinasas son proteinas transmembrana, con su
extremo amino, que contiene el dominio catalitico quinasa, situado en el citoplasma,
y su extremo carboxilo situado en el espacio periplasmico.

La mayoria de las proteinas que se alojan en la membrana codifican una secuen-
cia de 15-20 aminodcidos al inicio de la proteina, denominada péptido senal. Esta
corta secuencia serd reconocida un sistema de secreciéon que la transportara hasta la
membrana interna (Madigan et al., 2008). Por este motivo se buscaron péptidos senal
en las quinasas utilizando diversas bases de datos (SignalP, ExPASy). Sin embargo,
no se encontraron regiones que pudieran corresponder a dicha secuencia. Es posible
que estas proteinas se secreten a la membrana por un mecanismo independiente de
péptido senal, y que la senal de secrecién esté contenida en la conformacion terciaria
de la proteina (Saier Jr, 2006).

Las cuatro quinasas contienen una porciéon de unos 250 residuos aproximada-
mente en el extremo carboxilo, que segin las predicciones corresponde a la parte
extracitoplasméatica de la proteina. Esta parte no presenta homologia con ningun
dominio conocido. Al estar situado en el periplasma podria actuar como dominio
sensor, y la proteina completa actuaria entonces como un receptor de membrana.
Este es el funcionamiento de muchas ELKs transmembrana, que efecttian un papel
transmisor de una senial extracitoplasméatica hasta el interior del citoplasma, y la
transmiten mediante fosforilacion de un sustrato (Pereira ef al., 2011).

Residuos TM

en SOSUI TMHMM OCTOPUS TopPred

MXAN 1233 Soluble 332-356 333-353 330-341, 432-440
MXAN 2176 Soluble 333-355 211-226, 335-355  328-340, 433-441
MXAN 3182 338-360 336-353 334-353 331-339, 433-440
MXAN 4842 335-356, 383-405 332-354 334-354 330-340, 432-440

Tabla 4.3: Dominios transmembrana predichos por distintas bases de datos, a partir de la
secuencia de aminoéacidos. Se escogieron solamente los resultados significativos de cada base
de datos.
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Figura 4.7: Esquema de la topologia de las Ser/Thr quinasas (A) y de su localizacion
subcelular hipotética (B).

En lo que respecta a las pseudoquinasas MXAN 1234, MXAN 2177y MXAN 3183
y MXAN 4841, se ha realizado el mismo proceso de busqueda de segmentos trans-
membrana. Sin embargo, ninguna base de datos (SOSUI, TMHMM, OCTOPUS y
TopPred) muestra fragmentos transmembrana significativos y todas predicen que se
trata de proteinas solubles localizadas en el citoplasma. La buisqueda de péptidos
senal también mostré baja probabilidad de encontrar un péptido senal. Segin estas
predicciones, todas las pseudoquinasas son proteinas solubles citoplasmaticas.

Segun todos los datos recabados acerca de la topologia y la localizacién subcelular
de las quinasas y pseudoquinasas, se ha elaborado un esquema, mostrado en la figura
4.7.

4.5. Modelado 3D con I-TASSER

Para obtener una visién preliminar del plegamiento de estas quinasas de M.
zanthus, se ha realizado un modelado tridimensional de las proteinas a partir de la
secuencia de aminoécidos. Para ello, debido a la gran similitud en secuencia, se han
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escogido dos representantes de cada set de pardlogos. Dichos representantes fueron
las proteinas MXAN 1233 y MXAN 1234.

Los modelos tridimensionales han sido generados utilizado el servidor I-TASSER
(Roy et al., 2010). Este algoritmo predice estructura y funciéon de una proteina a
partir de su secuencia peptidica. Realiza alineamientos miiltiples entre partes de la
secuencia problema y secuencias de otras proteinas cuya estructura es conocida, y
las utiliza como plantilla para modelar la proteina por fragmentos. Esos fragmentos
cuya estructura secundaria ha sido predicha son ensamblados para obtener la pro-
teina completa, y se realizan repetitivos plegamientos de la proteina hasta obtener
el modelo atémico tridimensional més probable. La funcién se predice encontrando
homologos estructurales en la base de datos de proteinas PDB.

Los modelos resultantes para las quinasas MXAN 1233 y MXAN 1234 se mues-
tran en la figura 4.8, junto al modelo tridimensional del dominio catalitico de PknB.
Ambas quinasas de M. zanthus adquieren la estructura terciaria bilobular tipica
de las Ser/Thr quinasas, con un l6bulo N-terminal compuesto principalmente por ho-
jas beta y un lobulo C-terminal con abundantes hélices alfa. En las dos proteinas, el
segmento de activaciéon aparece sin estructura secundaria, en forma de bucle, al igual
que se observa en la quinasa PknB representada en la figura. El modelo estructural
més similar encontrado para cada quinasa aparece en la tabla bajo la figura 4.8. El
dominio extracitoplasmatico de la quinasa MXAN 1233, que tendria una funciéon
sensora, presenta una estructura terciaria globular, con numerosas hélices alfa en los
5 modelos generados.

El algoritmo I-TASSER predice, ademas, los posibles ligandos que una proteina
puede unir, segin la similitud estructural global (proteina completa) y local (sitio
de unién) con otras proteinas. En el caso de MXAN 1233, el servidor indica que
esta quinasa une un analogo del ATP ((2S)-1-{[5-(3-metil-1H-indazol-5-il)piridin-3-
ilJoxi}-3-fenilpropan-2-amina) con una probabilidad de 0,79, y dtomos de magnesio
o manganeso con una probabilidad de 0,1-0,13. Para MXAN 1234, la predicciéon de
ligandos es ADP con una probabilidad de 0,79, seguido de magnesio 0 manganeso
con probabilidad méxima de 0,03.

I-TASSER también predice una posible funcién de estas quinasas por compara-
cion estructural global y local. La certidumbre de esta prediccion se mide mediante
la puntuacion GO (GO-score) que varia de 0 a 1, donde 1 significa la méxima simi-
litud entre la proteina problema y la plantilla. Los resultados ofrecen funciones de
union no covalente a ATP tanto para la quinasa transmembrana MXAN 1233 (GO-
score=0,88) como para la pseudoquinasa soluble MXAN 1234 (GO-score=0,83).
Para MXAN 1234 también se predice funciones de fosforilacion (GO-score=0,60).
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Proteina C-score  TM-Score RMSD  Analogo estructural
MXAN 1233 —0,97  0,5940,14 10,044,6 A PknG de M. tuberculosis
MXAN 1234 —2,08 0,4740,15 11,844,5 A  PknB mutante de M. tuberculosis

Figura 4.8: Modelado 3D bioinformatico de las quinasas MXAN 1233 (B) y MXAN 1234
(C), junto al dominio catalitico de PknB de M. tuberculosis (A). En color blanco aparece un
ligando que representa una molécula de ATP. En los tres casos, el dominio quinasa aparece
coloreado segun la figura 1.6. Las porciones de la proteina completa MXAN 1233 que no
pertenecen al dominio quinasa aparecen coloreadas de gris. Tabla: el valor C-score varia en
un rango de -5 a 2, donde valores mas altos equivalen a mayor calidad en la prediccién de
la estructura. Los valores TM-Score y RMSD indican la similitud estructural con las planti-
llas utilizadas para modelar: un TM-Score>0,5 indica un modelo con topologia correcta, y
RMSD<0,17 indica una similitud casual. Se ha indicado en la tabla el andlogo estructural
mas similar encontrado por el servidor.
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4.6. Ortoélogos en otras especies

La construccion de arboles filogenéticos pueden ayudarnos a entender la evolu-
cion de las duplicaciones de genes que codifican Ser/Thr quinasas en mixobacterias.
En el arbol filogenético mencionado en el apartado 4.1, se incluyeron todos los do-
minios Ser/Thr quinasa de las mixobacterias cuyo genoma estaba disponible en ese
momento. Actualmente, a fecha de realizacion de este trabajo, existen 17 genomas de
mixobacterias secuenciados, aunque no todos estan cerrados y completamente ano-
tados. Por ello, se realizé una nueva biisqueda de genes homologos a los dominios
quinasa de MXAN 1233 y MXAN 1234 de M. zanthus, mediante BLASTp. Con las
secuencias homologas obtenidas, todas pertenecientes a mixobacterias, se realizaron
nuevos arboles filogenéticos (figuras 4.9 y 4.10).

Los arboles muestran las ocho Ser/Thr quinasas de M. zanthus que estamos
estudiando, agrupadas en dos ramas. Incluidos en estas ramas, aparecen dominios
quinasa de Anaeromyzobacter dehalogenans, Stigmatella aurantiaca, Corallococcus
coralloides, Myxococcus fulvus y Hyalangium minutum. Son genes ortologos cuyo
parecido con los genes de M. zanthus es mayor que el resto de genes paralogos de M.
zanthus (figuras 4.9 y 4.10).

Todas las especies de mixobacterias que contienen estos ortélogos de M. zanthus
pertenecen al suborden Cystobacterineae, dentro del orden Myzococcales. Dentro de
este orden hay especies que no presentan ortologos de estos genes, aunque si de otras
Ser/Thr quinasas, como sucede en Myzococcus stipitatus y otras especies del género
Anaeromyzobacter. Fuera de este suborden no existen ortologos tan emparentados
filogenéticamente.

La mayoria de los ort6logos identificados se encuentran emparejados en el genoma
de cada especie, apareciendo uno a continuaciéon del otro al igual que ocurre en M.
zanthus. Por tanto, la microsintenia de la pareja se mantiene a nivel de suborden.
Dichas parejas de genes han sido representados en la figura 4.11.

Junto a estas parejas de quinasas, aparece frecuentemente un gen que codifica una
proteina con dominio DUF2381, que como observamos anteriormente, aparece en dos
de las parejas de M. zanthus. En el resto de especies también se conservan copias de
este gen, que aparecen siempre aguas arriba de las parejas de quinasas. El dominio
DUF2381 consta de 286 aminoacidos y a fecha de hoy no tiene funcién conocida.
Se conocen en total 90 secuencias con este dominio, que solamente se encuentran
en especies pertenecientes al orden Myzococcales, es decir, estas proteinas son
codificadas exclusivamente por mixobacterias.

Ademas de los genes codificantes del dominio DUF2381 que son mostrados en la
figura 4.11, aparecen mas homologos de estos genes en otras partes del genoma de
M. zanthus y también de otras mixobacterias. En particular, M. zanthus codifica 7
proteinas de este tipo en total, incluyendo MXAN 1232 y MXAN 3181. Otro rasgo
interesante de estos genes es que siempre aparecen acompanando a genes que
codifican Ser/Thr quinasas, tanto en M. zanthus como en el resto de especies. Este
dato es motivo para pensar que estas proteinas funcionan conjunta y exclusivamente
con Ser/Thr quinasas.

85



Capitulo 4. Analisis bioinformético

r COCOR_06866
LILAB_03430

DB31_58561

DB31_6560
| _[t_ STAUR_1964
DB31_6687
DB31_0788
DB31_7085
DB31_8715
DB31_0491
STAUR_1981
MXAN_1233
MXAN 4842 £~
MXAN_2176 &~
MXAN_3182
COCOR_03430
LILAB_04555
COCOR_05827
LILAB_09295
STAUR_0881
(— STAUR 2855
_ISTAUR_2464

STAUR_0604
STAUR_2430
— STAUR_6156
STAUR_5992
STAUR_5959
DB31_7136
STAUR_1317
STAUR_1976
7] DB31_0252
DB31_4550
COCOR_03374

Adeh_3248

MXAN_7370

0.9

Figura 4.9: Arbol del dominio Ser/Thr quinasa, mostrando ortélogos de las quinasas de
M. zanthus en otras mixobacterias. Los genes aparecen identificados segin la especie y
su posiciéon en el genoma, Adeh: Anaeromyzobacter dehalogenans, COCOR: Corallococcus
coralloides, DB31: Hyalangium minutum, LILAB: Myxococcus fulvus, y STAUR: Stigmatella
aurantiaca. Como referencia, se ha incluido el dominio quinasa del gen MXAN 7370, el gen
parédlogo de M. zanthus més cercano a los genes MXAN 1233, MXAN 2176, MXAN 3182
y MXAN 4842, los cuales aparecen senalados con flechas rojas. La longitud de las ramas
es proporcional al nimero de sustituciones en la secuencia de aminoécidos. El arbol ha sido
elaborado en la plataforma Phylogeny.fr y utilizando la informacion disponible en las bases
de datos KEGG y NCBI.
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Figura 4.10: Arbol del dominio Ser /Thr quinasa, mostrando ort6logos de las pseudoquina-
sas de M. zanthus en otras mixobacterias. Los genes aparecen identificados segin la especie
y su posiciéon en el genoma, Adeh: Anaeromyzobacter dehalogenans, COCOR: Corallococcus
coralloides, DB31: Hyalangium minutum, LILAB: Myxococcus fulvus, y STAUR: Stigmatella
aurantiaca. Como referencia, se ha incluido el dominio quinasa del gen MXAN 3272, el gen
parédlogo de M. zanthus méas cercano a los genes MXAN 1234, MXAN 2177, MXAN 3183
vy MXAN 4841, los cuales aparecen sefialados con flechas verdes. La longitud de las ramas
es proporcional al nimero de sustituciones en la secuencia de aminoécidos. El arbol ha sido

elaborado en la plataforma Phylogeny.fr y utilizando la informacion disponible en las bases
de datos KEGG y NCBI.
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Por otra parte, existe gran diversidad de proteinas que acompanan a estas parejas
de quinasas, y entre las mas frecuentes encontramos transposasas (STAUR 2428
y STAUR_2432), y pequenas proteinas de aproximadamente 100 aminoacidos con
dominios HTH de unién al ADN. Sin embargo la microsintenia no se da en el mismo
grado que ocurria en las cuatro parejas de pardlogos de M. zanthus. Los genes vecinos
no se mantienen conservados en las otras especies, y tampoco se mantiene un elevado
grado de microsintenia entre las regiones génicas de una misma especie.

Es interesante destacar que las especies con mayor tamano de genoma, cuyo
quinoma es también mayor, poseen relativamente més copias de estas parejas de
Ser/Thr quinasas 4.11.

Del analisis bioinforméatico se deduce que estas parejas de quinasas son genes
de los que es necesario disponer numerosas copias cuando el tamafio del genoma
es muy grande. Podrian estar regulando procesos cuya complejidad aumenta con el
tamafo del genoma como el ciclo de desarrollo, puesto que el numero de este tipo de
quinasas es mayor en mixobacterias que forman cuerpos fructiferos mas complejos,
como ocurre con Stigmatella.

Por ello, como siguiente objetivo se propuso investigar qué funcién cumplen estas
Ser/Thr quinasas en el ciclo de vida de M. zanthus.
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Capitulo 5

Estudio del perfil de expresion de
las parejas de
quinasa-pseudoquinasa

Para iniciar el estudio del papel fisiolégico de las parejas de genes quinasa-
pseudoquinasa en el ciclo de vida de M. zanthus se procedié a estudiar su perfil
de expresiéon genética. Para ello se fusiond el gen de la [-galactosidasa de FE. co-
ls al promotor de las quinasas situadas aguas arriba. Este método esta explicado
detalladamente en el apartado 3.6.1.

Como primer paso se construydé un plasmido para cada quinasa partiendo del
vector pKY481. En cada uno de los plasmidos se clon6 un fragmento que abarcaba las
800 pb justo aguas arriba de los genes de las quinasas, incluyendo el codén de inicio.
Los cebadores utilizados para amplificar cada fragmento aparecen en el apartado 2.4.
A continuacion de este fragmento de 800 pb, que contiene el promotor de los genes,
quedaria colocado el gen de la [-galactosidasa en la misma fase de lectura que la
quinasa. De esta forma se construyeron los plasmidos denominados pKY-1233lacZ,
pKY-2176lacZ, pKY-3182lacZ y pKY-4842lacZ.

Los plasmidos fueron electroporados en la cepa silvestre de M. zanthus DK1622,
y se integraron en el cromosoma por recombinacién homéloga. Se obtuvieron asi 4
cepas, 1233-lacZ, 2176-lacZ, 3182-lacZ y 4842-lacZ, en las que el gen lacZ se expresa
bajo el control de cada uno de los promotores de las quinasas aguas arriba de cada
pareja. De esta manera, la actividad de la enzima [-galactosidasa desarrollada en
cada cepa se correlaciona de forma directa con el nivel de expresion de la quinasa
estudiada.

La actividad §-galactosidasa de cada cepa se analizo de forma cualitativa, tanto
durante el crecimiento vegetativo como durante el desarrollo, anadiendo X-gal al
medio de cultivo. Este sustrato adquiere un tono azul cuando es metabolizado por
la enzima S-galactosidasa. La intensidad en la coloracién es proporcional al nivel de
expresion de la enzima y, por tanto, al nivel de expresiéon de las quinasas.

El analisis cualitativo del perfil de expresion (figura 5.1) mostrd que no existian
niveles de expresion detectables ni durante el crecimiento vegetativo, ni durante el
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Figura 5.1: Expresion génica de las quinasas. Se observo de manera cualitativa la actividad
B-galactosidasa durante el crecimiento vegetativo (medio CTT) y el ciclo de desarrollo (medio
CF) de las cepas portadoras de fusiones lacZ bajo el control del promotor de las quinasas
1233-lacZ, 2176-lacZ, 3182-lacZ y 4842-lacZ. Se inocularon gotas de 10 pLL a una DOgpo=15,
obtenidas mediante la concentracién de un cultivo vegetativo, en ambos medios de cultivo
y se incubaron a 30 °C en oscuridad hasta transcurridas 72 h.

ciclo de desarrollo. De cada una de las cepas construidas se analizaron varias colonias
(de 3 a 7) independientes, y todas las colonias presentaron el mismo comportamiento.

De los resultados obtenidos, podemos interpretar que estas quinasas no se expre-
san en M. zanthus en las condiciones analizadas de crecimiento y desarrollo, o bien
sus niveles de expresiéon son tan bajos que son indetectables con esta técnica colori-
métrica, lo cual no es extrano en este tipo de proteinas reguladoras (Munoz-Dorado
et al., 2014; Furusawa et al., 2011).

La ausencia de actividad S-galactosidasa observada en el estudio cualitativo nos
llevé a descartar la realizacién de medidas cuantitativas. Basdndonos en estos resul-
tados negativos, se decidi6 descartar el estudio de la expresién de las pseudoquinasas.

Tras el resultado obtenido con el método de las fusiones con el gen lacZ, decidimos
obtener mutantes de deleciéon para las quinasas individuales, con el fin de observar
el efecto de la delecién en el fenotipo de M. zanthus.
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Capitulo 6

Construccion de mutantes de
delecion en fase individuales para
las quinasas y las pseudoquinasas

Para conocer el papel fisiol6gico de estas parejas de quinasa-pseudoquinasa en
el ciclo de vida de M. zanthus, procedimos a construir cepas mutantes de delecién
de cada una de las quinasas y pseudoquinasas para analizar después el fenotipo
provocado por las deleciones.

6.1. Construcciéon de los plasmidos portadores de las de-
leciones

El primer paso para la construccion de cada una de las cepas mutantes fue la
construccién de los correspondientes plasmidos, cada uno de los cuales era portador
de una delecion. Para ello partimos del plasmido pBJ113 (Julien et al., 2000), en el
que se clonaron, contiguos, dos fragmentos de ADN de unas 800 pb, correspondientes
a dos fragmentos que flanquean cada uno de los genes que queriamos delecionar
(figura 6.1). Las parejas de oligonucleotidos que se utilizaron para amplificar por
PCR cada uno de los fragmentos aparecen en la secciéon 2.4. En las construcciones
resultantes se mantuvieron tan solo el codén de inicio y el codén de terminaciéon
de cada gen delecionado, unidos por un sitio de restricciéon de 6 pares de bases, de
forma que se mantuvo la pauta de lectura y se respetd la lectura de los genes que se
encuentran aguas abajo (ver seccion 3.7.1).

De esta manera, se obtuvieron 8 plasmidos, pBJ-A 1233, pBJ-A 1234, pBJ-A2176,
pBJ-A2177, pBJ-A3182, pBJ-A3183, pBJ-A4842 y pBJ-A/8/1, que sirvieron para
delecionar las quinasas y pseudoquinasas en la cepa silvestre.
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Figura 6.1: Vectores portadores de deleciones deleciones en fase individuales para quinasas
y pseudoquinasas: (A) pBJ-A1233, (B) pBJ-A1234, (C) pBJ-A2176, (D) pBJ-A2177, (E)
pBJ-A3182, (F) pBJ-A8183, (G) pBJ-A4842y (H) pBJ-A4841.
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6.2. Obtencion de las cepas mutantes

6.2. Obtencidén de las cepas mutantes

Una vez construidos los ocho plasmidos que portaban, de forma individual, las
quinasas y pseudoquinasas delecionadas en fase, se procedi6 a introducirlos mediante
electroporacién en la cepa silvestre de M. zanthus. Mediante dos procesos consecuti-
vos de recombinacién homologa, se sustituyo la copia funcional del gen en el cromo-
soma de la bacteria. Este procedimiento se explica con mas detalle en el apartado
3.7.1.

El proceso de doble recombinacién homoéloga puede resultar en la obtenciéon tanto
de colonias mutantes como de colonias nuevamente silvestres. Para diferenciar las
silvestres de las mutantes, cada una de las colonias obtenidas fue analizada mediante
Southern blot. En la figura 6.2 se muestran los Southern blots de comprobacion
de las cepas mutantes para las quinasas, en el apartado A). Dichas cepas fueron
denominadas A1233, A2176, A3182y A}842. En esta misma figura se muestran, en
el apartado B), los Southern blots de comprobacion de las cepas mutantes para las
pseudoquinasas, denominadas A1234, A2177, A3183 y A48/1.

Una vez obtenidos todos los mutantes, nos percatamos de que la pigmentacién
de la mayoria de las cepas mutantes diferia a simple vista del aspecto de la cepa
silvestre. Tal es el caso de los mutantes A2176, A2177, A3182, A8183, AJ841 y
A4842, que, como se aprecia en la figura 6.3, presentaron una coloracién parda
distinta al caracteristico color amarillo de la cepa silvestre DK1622. Dichas cepas
mutantes mostraban ademéas un aspecto mucoso cuando crecian en medio sélido. No
obstante, las cepas mutantes A1233 y A123} mantuvieron el aspecto amarillo y la
textura originales de la cepa silvestre.

Las cepas mutantes con aspecto diferente a la cepa silvestre poseen caracteristicas
que se corresponden con la variante tan de M. zanthus. Esta variante de células
aparece de forma natural en las colonias normales, pero en baja proporcion, entre el
1-25% de las células segtn Laue y Gill (1995) y el 5% segun Furusawa et al. (2011).
Tradicionalmente, siempre se ha trabajado preferiblemente con las variantes yellow
de M. zanthus antes que con variantes tan, para evitar los efectos del cambio de fase
a la hora de evaluar un fenotipo (Hodgkin y Kaiser, 1979). Sin embargo en nuestro
caso no fue posible seleccionar las variantes yellow, pues para seis de las ocho cepas
mutantes (A2176, A2177, A3182, A3183, A}841y A}842) solamente se obtuvieron
colonias en fase tan. Por este motivo, para hacer una mejor evaluaciéon del fenotipo
de las cepas mutantes se decidi6 comparar dichas cepas con sus respectivos tipos de
cepas silvestres: una de variante yellow y otra tan. Para ello, se decidi6 realizar un
analisis fenotipico previo de las dos variantes silvestres yellow y tan.
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Figura 6.2: Southern blots de comprobacién de los mutantes individuales de las quinasas y
pseudoquinasas. A) Comprobacion de las cepas mutantes A1233, A2176, A3182'y A4842.
Los cromosomas fueron digeridos con las enzimas Sall, Xhol, Pstl y Xhol respectivamente.
La sonda utilizada fue, en los cuatro casos, el fragmento de PCR situado aguas arriba de la
quinasa. Los tamanos de los fragmentos esperados para cada mutante aparecen marcados
en la imagen, junto al tamano esperado para su control (WT). B) Southern blots de com-
probacion de las cepas mutantes para las pseudoquinasas A1234, A2177, A3183 y A4841.
Los cromosomas fueron digeridos de nuevo con las enzimas Sall, Xhol, Pstl y Xhol respecti-
vamente. La sonda utilizada fue, en estos cuatro casos, el fragmento de PCR situado aguas
abajo de la pseudoquinasa. Los tamanos de los fragmentos esperados para cada mutante
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aparecen marcados en la imagen, junto al tamafio esperado para su control (WT).
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DK1622 WT A1233 A2176 A3182 A4842

AL

DK1622 WT A1234 A2177 A3183 A4841

Figura 6.3: Pigmentacién de las cepas mutantes de las quinasas y pseudoquinasas, en
comparacion con la cepa silvestre DK1622. Las cepas fueron cultivadas durante 24 h a 30 °C
en agitacion, y se centrifugaron 3-4,5 mL de cada cultivo a 10.000xg durante 2 min para
obtener los pellets.

6.3. Analisis de las variantes yellow y tan de M. xzanthus

En primer lugar, se procedié a aislar una colonia silvestre de M. zanthus en fase
tan. Para ello se hicieron diluciones seriadas de un cultivo liquido de la cepa silvestre
DK1622, y se sembraron las diluciones en medio nutritivo sélido (CTT-agar) para
obtener colonias separadas que permitieran hacer un recuento. Transcurrida una se-
mana de incubacién a 30 °C aparecieron mayoritariamente colonias que presentaban
fenotipo yellow y algunas colonias con fenotipo tan (figura 6.4). De éstas tultimas se
analizaron 3 para comprobar que mantenian las mismas caracteristicas fenotipicas,
especialmente durante el ciclo de desarrollo, y se conservo una de ellas. A esta cepa
se le dio el nombre de DK1622 tan. A continuacion, para evaluar la pureza de la
cepa silvestre DK1622 tan, se conté también la proporciéon de células yellow y tan
que contenia dicha cepa. Para ello se practicaron diluciones seriadas nuevamente.

En ocasiones, cierto porcentaje colonias provenientes tanto de DK1622 como de
DK1622 tan presentaban un aspecto intermedio que no permiti6 clasificarlas; para
este caso se cred una categoria denominada no clasificadas. Estas Gltimas colonias se
contaron y se incluyeron como un margen de error en la clasificacion.

Los recuentos de colonias realizados permitieron comparar el porcentaje de células
que se hallaban en cada fase de forma natural en las cepas silvestres DK1622 y
DK1622 tan. Segun el resultado, que aparece representado en la figura 6.4, una
colonia natural de DK1622 posee alrededor de un 85+9% de células yellow y un
6+9 % de células tan. Los datos obtenidos se solapan con los porcentajes descritos en
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Figura 6.4: Porcentaje de células yellow y tan en una poblacién silvestre de M. zanthus
(DK1622 WT) y en una poblacion procedente de una colonia inicialmente tan (DK1622 WT
tan). Los datos proceden de un recuento de méas de 300 colonias en ambos casos.

otros estudios de cambio de fase en M. zanthus, puesto que la proporcién de células
tan en DK1622 se encuentra incluida en el intervalo de 1-25 % senalado por Laue y
Gill (1995), y es cercano al 5% que describe Furusawa et al. (2011). Para la cepa
silvestre DK1622 tan, que provino de una colonia inicialmente tan, se encontré que la
proporcion de células tan era mayoritaria (86+4 %), mientras que las células yellow
representaban el 104+4 %. En la bibliografia se ha descrito que el porcentaje de células
en fase yellow de una colonia tan representan el 1-25 % segiun Laue y Gill (1994), y
el 2-5 % segun Dahl et al. (2011). Nuestros datos se solapan con los citados por Laue
y Gill (1994). Como ambas cepas silvestres presentaron gran mayoria de células de
un solo tipo, se consideraron aptas para realizar una evaluacién fenotipica de cada
una de las variantes en diferentes fases del ciclo de vida.

6.3.1. Ciclo vegetativo

En primer lugar, se analizé el comportamiento de las cepas silvestres DK1622 y
DK1622 tan durante el crecimiento vegetativo.

Cada una de las cepas fue cultivada en medio CTT liquido en agitacion a 300 rpm
y a 30 °C, y se tomaron medidas periddicas de la densidad 6ptica del cultivo, hasta
las 48 h. El resultado, representado en la figura 6.5, apartado A, muestra que la cepa
DK1622 tan posee un crecimiento mas réapido y alcanza la fase estacionaria unas
12 horas antes que la cepa DK1622. Ademas, durante la fase estacionaria, alcanza una
densidad optica ligeramente mayor. Es decir, la cepa tan es méas eficiente creciendo
en medio liquido, lo cual ya ha sido observado previamente (Furusawa et al., 2011).
La diferencia en el aspecto de ambas cepas durante el crecimiento en medio liquido se
muestra en la figura 6.5, apartado B. A simple vista se observa que la cepa DK1622
tan posee una coloraciéon marrén-rosada, en comparaciéon con la cepa DK1622 de
color amarillo.

A continuacién se analiz6 la movilidad de las cepas DK1622 y DK1622 tan sobre
agar. Como se explico en el capitulo (1.1.3), M. zanthus presenta dos mecanismos de
movilidad en medio sélido, la movilidad A o aventurera y la movilidad S o social.
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Figura 6.5: Fenotipo vegetativo de las cepas DK1622 (negro) y DK1622 tan (gris). A)
Curva de crecimiento en medio liquido a lo largo de 48 h. DQOgyg = densidad optica del
cultivo medida a 600nm. Las barras de error representan la desviacion estandar. B) Pellets
de células procedentes de cultivo liquido. Ambas cepas fueron cultivadas en medio CTT
liquido durante 24 h a 30 °C en agitacion, y se centrifugaron 3 mL de cada cultivo a 10.000xg
durante 2 min. C) Movilidad aventurera en agar al 1.5 %. Las barras de error representan
la desviacion estandar. D) Movilidad social sobre agar blando al 0.5 %. Las barras de error
representan la desviacion estandar.
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La movilidad aventurera se pone de manifiesto en medios sélidos con un por-
centaje de agar alto (1,5%), mientras que la movilidad social se observa en medios
blandos con bajo porcentaje de agar (0,5 %). Para medir la movilidad se inocularon
gotas procedentes de cultivos liquidos de las cepas DK1622 y DK1622 tan en el cen-
tro de una placa de Petri con medio nutritivo CTT y agar al 1,5% y al 0,5%. Estas
placas se incubaron a 30 °C y se midi6 el didmetro de las gotas de forma periddica.

Las graficas representadas en la figura 6.5 (apartados C y D), nos muestran que
la cepa DK1622 posee mayor capacidad de movilidad, tanto social como aventurera,
que la cepa DK1622 tan. De nuevo estos datos se corresponden con los encontrados
en la bibliografia (Furusawa et al., 2011).

6.3.2. Ciclo de desarrollo

A continuacién, se analiz6 en comportamiento de las cepas DK1622 y DK1622
tan durante el ciclo de desarrollo. Para ello, las cepas se cultivaron en medio s6lido
pobre en nutrientes para inducir la fructificacion y la esporulacion (ver procedimiento
en el apartado 3.7.2).

Las fotografias de los cuerpos fructiferos mostradas en la figura 6.6, apartado
A, muestran que la formacién de cuerpos es mas lenta en la cepa DK1622 tan.
Dicha cepa presenté un retraso de alrededor de 24 h, comenzando a formar cuerpos
en la periferia y finalmente formandolos en toda la superficie de la gota. Una vez
formados los cuerpos fructiferos en la cepa DK1622 tan, éstos fueron generalmente
més voluminosos y abundantes (figura ).

En cuanto a la capacidad de formacion de esporas y la germinaciéon, advertimos
que existen diferencias entre las dos cepas silvestres. Observamos que la cepa silvestre
tan, pese a mostrar retraso en el ciclo de desarrollo, terminé formando més esporas
que la cepa silvestre yellow una vez transcurridas 96 horas de incubacion (175 %
respecto al 100 % del silvestre original). Observamos un patrén similar en el proceso
de germinacién, pues tras sembrar el mismo nimero de esporas, tratadas con calor
y sonicacién, de cada cepa en medio nutritivo de nuevo, la cantidad de esporas
germinadas de la cepa tan fue casi el doble (198 %) que de la cepa silvestre original
(100 %). Sorprendentemente, estos ultimos datos suponen una discrepancia con los
datos descritos hasta ahora en la bibliografia, pues clasicamente se ha considerado
que las estirpes tan no poseen movilidad suficiente para formar cuerpos fructiferos,
y son incapaces de formar esporas viables (Shimkets, 1999). Esto puede ser debido
a que muchos de los datos se han tomado de cepas mutantes bloqueadas en la fase
tan, esto es, que no pueden revertir a yellow (Laue y Gill, 1995). En nuestro caso
hemos aislado una colonia tan silvestre que no ha visto alterada su capacidad de
cambio de fase. Por tanto, nuestra cepa silvestre DK1622 tan contiene una pequena
proporcién de células yellow generadas de forma natural que probablemente ayudan
a culminar con éxito el ciclo de desarrollo. No obstante, Furusawa et al. (2011) senala
que algunas cepas en fase tan pueden formar esporas viables e indistinguibles de las
de una cepa silvestre cuando se encuentran a densidades celulares elevadas.

Asi pues, consideramos que el aislado DK1622 tan es un control adicional valido
para la evaluacién del fenotipo de las cepas mutantes por dos motivos: porque provie-
ne de la misma cepa silvestre DK1622 original que las cepas mutantes con las que va
a ser comparada, y porque ha sido tratada y cultivada bajo las mismas condiciones
que todas las demas cepas.
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Figura 6.6: Ciclo de desarrollo de las cepas DK1622 (negro) y DK1622 tan (gris). Formacion
de cuerpos fructiferos (A) y cuantificacion de la capacidad relativa de esporulacion (B) y
germinacion (C) de la cepa silvestre DK1622 tan respecto a la cepa silvestre DK1622. Las
esporas fueron contadas tras 96 h de desarrollo. Esas mismas esporas fueron sometidas al
proceso de germinacion. Las barras de error representan la desviacion estandar.
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6.4. Andlisis fenotipico de los mutantes de delecién indi-
viduales

Tras caracterizar fenotipicamente cada una de las cepas silvestres que actuarian
como control, se procedié a determinar el fenotipo de las cepas mutantes de delecion,
analizando los mismos procesos durante el ciclo de vida.

6.4.1. Ciclo vegetativo
Variacion de fases

En primer lugar, se decidi6 examinar de forma cuantitativa la proporciéon de
células yellow y tan existentes en los mutantes para las quinasas y pseudoquinasas.
Se sembraron diluciones de cultivos liquidos de todas las cepas para obtener colonias
separadas, tal y como se procedi6 en el caso de las cepas silvestres. A continuaciéon
se clasificaron en las categorias yellow, tan o no clasificadas.

El resultado del recuento, mostrado en la figura 6.7, concuerda con el aspecto
fenotipico mostrado en la figura 6.3. Observamos que los mutantes A1233 y A1234
estan compuestos casi en su mayoria por células yellow. Por otro lado, en los mutantes
A2176, A2177, A3182, A3182, A4841y A4842 muestran un elevado porcentaje de
células tan, tal y como se apreciaba en el color de los cultivos liquidos.

No pensamos que este primer resultado fenotipico sea debido al azar, pues seis
de los ocho mutantes construidos presentaron fase tan, cuando en la cepa silvestre
este morfotipo es minoritario. En otras ocasiones, ya se ha descrito este fenotipo tan
en cepas mutantes con deficiencias en el ciclo de desarrollo (Furusawa et al., 2011).
Ademas, durante la obtencion de mutantes de delecion en fase en otras lineas de
investigacién en nuestro laboratorio no se ha observado la aparicién de variantes tan.

Crecimiento en medio liquido

Cada una de las cepas mutantes, asi como las dos cepas silvestres DK1622 y
DK1622 tan, fueron cultivadas en condiciones de crecimiento vegetativo (CTT liquido
en agitacion a 300 rpm y a 30 °C, ver seccion 3.7.2) durante 48 h. Durante este tiempo
se midi6 periddicamente la densidad optica de cada cultivo. En las figuras 6.8 y 6.9
aparecen representadas las curvas de crecimiento de los mutantes para las quinasas
y para las pseudoquinasas, respectivamente.

Se observa que las cepas A1233 y A123) presentan un crecimiento en liquido
semejante al de la cepa silvestre DK1622 (figuras 6.8 A, y 6.9, A). Ademés, estas
cepas mostraron un aspecto amarillo al igual que el silvestre DK1622. En las cepas
mutantes A2176 (quinasa) y A2177 (pseudoquinasa), la curva de crecimiento es muy
similar (figuras 6.8 B, y 6.9, B). En esta ocasion el crecimiento es mas acelerado que
el del control DK1622; pero no llega a solaparse con la cepa DK1622 tan. Finalmente,
las cepas mutantes A3182 y A4842 (quinasas) y A3183 y A4841 (pseudoquinasas)
presentan un crecimiento mas rapido que el control DK1622, alcanzando la fase
estacionaria rapidamente. En estos mutantes, el crecimiento es mas similar al de la
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Figura 6.7: Porcentaje de células yellow y tan en las cepas mutantes de las quinasas (recua-
dro rosa) y pseudoquinasas (recuadro verde). Para una mejor comparacion, se han incluido
también los datos de las cepas silvestres DK1622 y DK1622 tan. Los datos proceden de
recuentos de mas de 300 colonias en cada caso.
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Figura 6.8: Crecimiento vegetativo en medio liquido de las cepas mutantes para las quinasas
A1233 (A), A2176 (B), A3182 (C) y A4842 (D), en comparacion con las cepas silvestres
DK1622 (negro) y DK1622 tan (gris). Las barras de error representan la desviacion estandar.
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Figura 6.9: Crecimiento vegetativo en medio liquido de las cepas mutantes para las pseu-
doquinasas A123/ (A), A2177 (B), A3183 (C) y A4841 (D), en comparacion con las cepas
silvestres DK1622 (negro) y DK1622 tan (gris). Las barras de error representan la desviacion

estandar.

104



6.4. Fenotipo de los mutantes individuales para las quinasas

cepa control DK1622 tan. Estos patrones pueden explicarse por el hecho de que los
mutantes A2176, A2177, A3182, A3182, A}841y A}842 se encuentran en fase tan.

En los experimentos realizados se observa un comportamiento fenotipico muy si-
milar en los mutantes que pertenecen a la misma pareja de quinasa-pseudoquinasa.
Asi, las cepas A1233 v A123/ mutadas en la misma pareja presentan una curva
similar y son ambas de aspecto amarillo, comportandose de forma similar a la cepa
amarilla DK1622. Lo mismo se observa en el resto de parejas quinasa-pseudoquinasa
(A2176 y A2177, A3182y A3182, Aj841y A48/2) que presentan curvas de creci-
miento rapido y son de aspecto marrén, comportandose como la cepa control DK1622
tan.

Movilidad aventurera y social

La movilidad aventurera se midi6 en las cepas mutantes del mismo modo que en
las cepas silvestres, utilizando agar duro (1,5 %) para medir la movilidad A, y agar
blando (0,5 %) para la movilidad S.

Los resultados de la medida de la movilidad aventurera han sido representados
en las figuras 6.10 (mutantes para las quinasas) y 6.11 (mutantes de las pseudoqui-
nasas).

Los mutantes A1233 y A128/ presentan una movilidad muy similar a la cepa
silvestre. Los demés mutantes, A2176, A2177, A3182, A3182, A}841y A4842, pre-
sentan en mayor o menor grado una deficiencia en movilidad aventurera, llegando a
solaparse con la capacidad de movilidad de la cepa DK1622 tan.

El estudio de la movilidad social nos muestra un patrén similar al anterior
(figuras 6.12 y 6.13). Los mutantes A1233 y A123/ no muestran grandes diferencias
respecto a la movilidad S de la cepa control DK1622, aunque la cepa A 128/ presenta
una ligera deficiencia. Mientras tanto, en el resto de mutantes se observan defectos
en movilidad muy evidentes, siendo muy semejantes al silvestre tan.

6.4.2. Ciclo de desarrollo

Para estudiar el efecto de estas deleciones durante el ciclo de desarrollo, las cepas
mutantes se cultivaron en medio sélido pobre en nutrientes (CF) para inducir la
fructificacion y la esporulacion (ver procedimiento en Material y Métodos, capitulo
3.7.2).

Fructificacion

Las fotografias de los cuerpos fructiferos formados por los mutantes para las
quinasas se muestran en la figura 6.14. En la cepa A1233 se observa un desarrollo
simultdneo a la cepa silvestre DK1622, con formacién de cuerpos fructiferos tras
24 h de incubacion. En el caso de las otras tres cepas mutantes, el desarrollo se ve
retrasado respecto a la cepa DK1622.
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Figura 6.10: Estudio de la movilidad aventurera en los mutantes de las quinasas, A1233,
A2176, A3182y A4842 en comparacién con las cepas silvestres DK1622 (negro) y DK1622
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Figura 6.11: Estudio de la movilidad aventurera en los mutantes de las pseudoquinasas,
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Figura 6.13: Estudio de la movilidad social en las cepas mutantes para las pseudoquinasas,
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En la cepa A2176 no se aprecian cuerpos fructiferos bien formados hasta trans-
curridas 48 h, mientras que en las cepas A3182y A4842 se forman agregados difusos
que hasta las 72 h no adquieren una forma madura y compacta. Estas dos cepas
presentan retraso incluso comparadas con la cepa DK1622 tan. Esto quiere decir que
el retraso en estos mutantes ha sido provocado por la mutacién y no simplemente
por un cambio a fase tan.

Respecto a la morfologia de los cuerpos fructiferos, en los cuatro mutantes apa-
recen diferencias en comparacion con la cepa silvestre DK1622. En las cepas A1233
y A4842 los cuerpos fructiferos que se forman son de menor tamano que en am-
bos controles, mientras que en los mutantes A2176 y A3182 aparecen cuerpos mas
voluminosos de lo habitual.

En cuanto a los mutantes para las pseudoquinasas, mostrados en la figura
6.15, todos las cepas presentan retraso en la formacion de cuerpos fructiferos respecto
a la cepa control DK1622. En el mutante A 1234, aparecen menor ntimero de cuerpos,
y se observan frentes de bacterias en estado vegetativo que se deslizan fuera de la
gota (48 h). Presenta mas retraso que la cepa mutante de la quinasa comparera,
A1238.

El mutante A2177 es el que més retraso presenta de todos los mutantes para las
pseudoquinasas. Al igual que la cepa A123/, también presenta mayor retraso que el
mutante de su quinasa asociada, A2176, e incluyo mas retraso que el control DK1622
tan. Tras 48 h, es capaz de formar cuerpos més grandes que los de las cepas control,
al igual que ocurria en el mutante A2176.

Los mutantes A3183 y A4841 forman cuerpos fructiferos mas tarde que la cepa
DK1622, pero antes la cepa DK1622 tan. Forman agregados incluso antes que los
mutantes de sus quinasas asociadas, las cepas A3182 v A4842. Los cuerpos que
forman ambas cepas son mas pequenos que los de la cepa silvestre.

Esporulaciéon y germinaciéon

El ciclo de desarrollo culmina con la formacién de esporas dentro de los cuerpos
fructiferos, que al reencontrarse con un medio rico en nutrientes germinan, dando
lugar a nuevas células vegetativas. El andlisis de la capacidad de formacién de mi-
xosporas y de la germinacién de éstas fue realizado segin se describe en el apartado
3.7.2.

El analisis de la capacidad de esporulacion nos aporté los resultados reflejados
en la figura 6.16. En los mutantes de las quinasas (figura 6.16, apartado A), las cepas
A1238 y A83182 presentaron deficiencias en la esporulacién, pues sbélo formaron un
64 % y un 71 % de mixosporas respecto al silvestre. Por el contrario, las cepas A2176
y A4842 presentan una mayor produccion (161,8 % y 115,2 % respectivamente). So-
lamente en la cepa A2176 se observan niveles de formacion de esporas tan elevados
como los de la cepa control DK1622 tan.

En cuanto a los mutantes de las pseudoquinasas (figura 6.16, apartado B), la cepa
A 1234 present6 grandes deficiencias en la esporulacion, incluso més que el mutante
de su quinasa asociada A 1233, pues so6lo fue capaz de formar el 8 % de las mixosporas
que formo el silvestre DK1622. Por el contrario, las cepas A8183 y A48/ 1 presentan
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Figura 6.14: Fructificacion en las cepas mutantes para las quinasas, A1233, A2176, A3182
y A4842, durante el ciclo de desarrollo, en comparacion con las cepas silvestres DK1622 y
DK1622 tan.
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Figura 6.15: Fructificacion en las cepas mutantes para las pseudoquinasas, A1284, A2177,
A8183 y A48/1, durante el ciclo de desarrollo, en comparacién con las cepas silvestres

DK1622 y DK1622 tan.

110



6.4. Fenotipo de los mutantes individuales para las quinasas

A) 300 B) 300
g g

g 250 - g 250
o o
© ©
o o

S 200 S 200
o o

8 150 | 8 150 -
4 4
] b

o 100 o 100 -
T ©
® R

50 | 50

0 0 QL o 0 X Al D o
R T C IR LI AL ot 2 A o
O T W @b N AN B o
Q g\‘% Q A
Q

Figura 6.16: Cuantificacion de la capacidad relativa de esporulacién en los mutantes sen-
cillos de las quinasas (A) y de las pseudoquinasas (B). Las esporas fueron contadas tras
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Figura 6.17: Cuantificacion de la capacidad relativa de germinacién de las esporas proce-
dentes de las cepas mutantes de las quinasas (A) y de las pseudoquinasas (B). Las mismas
esporas que fueron contadas tras 96 h de desarrollo, fueron sometidas al proceso de ger-
minacién. Se han representado los datos como porcentaje de la capacidad de germinacion
respecto a la cepa DK1622. Las barras de error representan la desviacién estandar.
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una produccion de esporas ligeramente superior a la del silvestre amarillo: 110,3 %
y 129,2% respectivamente. Destaca la produccion de esporas del mutante A2177,
que es muy superior a la del control DK1622, alcanzando un 243,9 %. Al igual que
ocurria en el mutante de su quinasa companera A2176, presenta una capacidad de
esporulacion similar a la cepa silvestre tan.

La capacidad de germinacioén de las esporas producidas por las cepas mutantes
es también diferente segun la cepa. Mientras que las esporas formadas por el mutante
A 123} han perdido viabilidad y solo conservan un 5 % de la capacidad de germinacion
del silvestre, en los otros mutantes la capacidad de germinacién se ve incrementada,
en mayor o menor grado, respecto al control DK1622 (6.17). La cepa mutante A1233
presenta una capacidad de germinacién de més de el doble que la del la cepa silvestre
(234 %). Sin embargo, es mucho més destacable la capacidad de germinacion de los
mutantes en fase tan, es decir, A2176, A2177, A3182, A3183, A4842y A4841, que
es muy superior a la de cualquiera de las dos cepas control, DK1622 y DK1622 tan.

6.5. Sinopsis del fenotipo de los mutantes y conclusiones

A modo de resumen, podemos concluir que la delecion de forma individual de
cada quinasa, asi como de cada pseudoquinasa, tiene efectos fenotipicos. En primer
lugar, destacan las cepas mutantes A2176, A2177, A3182, A3182, A4841y A4842
por presentar un desequilibrio en el cambio de fase, conteniendo mayoritariamente
células en fase tan. Por otro lado, los mutantes de la pareja de quinasas MXAN 1233
y MXAN 1234 se mantienen en la misma fase yellow que la cepa silvestre. Ademas,
entre las dos cepas mutantes en fase yellow, llama la atencion el mutante A1234 por
presentar grandes defectos en el desarrollo.

Paralelamente, y de forma independiente a estos experimentos, Dziewanows-
ka et al. (2014) realizaron estudios de expresion génica diferencial entre cepas sil-
vestres yellow y tan, y encontraron que los genes codificantes de pseudoquinasas
MXAN 1234, MXAN 2177, MXAN 3183 y MXAN 4841 disminuyeron su expre-
sion significativamente en la cepa tan de M. zanthus. Este dato concuerda con el
hecho de que la eliminacién de las pseudoquinasas provoco una reversion al morfo-
tipo tan en tres de los cuatro mutantes, puesto que se ha provocado en dichas cepas
una eliminacién de la expresion de estos genes. Esta coincidencia reafirma que el
fenotipo tan encontrado no es un artefacto. Por tanto, existen razones, aportadas
tanto por los resultados de este trabajo como por otros miembros de la comunidad
cientifica, para pensar de que estas quinasas y pseudoquinasas estan implica-
das, de una forma directa o indirecta, en el proceso de variacién de fases
de M. zanthus.

Como se ha descrito anteriormente, la fase tan de M. zanthus presenta unos
rasgos fenotipicos muy diferentes en cuanto a movilidad y capacidad de desarrollo
respecto a las colonias que en su mayoria contienen células en fase yellow. Esta
condicion hace que sea dificil atribuir un fenotipo determinado a los mutantes tan. Sin
embargo, ya sea de forma directa o indirecta a través del cambio de fase provocado,
en las cepas mutantes A2176, A2177, A3182, A3182, A4841y A4842 se observan
efectos fenotipicos en varias etapas del ciclo de vida. Generalmente presentan mejor
crecimiento vegetativo en medio liquido, y defectos en la movilidad.
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Cepa Q/PS Crecimiento  Mov. A Mov. S Fructificacién  Esporas Germinacién
Al233 Q
A1234 PQ

Amarillo

Menos: - Mas: + lgual: =

Tabla 6.1: Resumen grafico cualitativo del cambio fenotipico en los ocho mutantes de
quinasas y pseudoquinasas. Los fenotipos han sido comparados con la cepa silvestre DK1622
natural. Q: mutante de quinasa; PQ: mutante de pseudoquinasa.

Durante el ciclo de desarrollo, vemos que todos los mutantes, ya sean yellow o tan,
presentan cierto grado de retraso en la fructificacién. Los efectos de las mutaciones
se manifiestan incluso durante los procesos de esporulacion y germinacion, que de
forma general se ven potenciados en las cepas mutantes. Para ofrecer una vision
global de los efectos de las deleciones, se ha establecido un sistema cualitativo y asi
poder observar mejor las tendencias en cada fenotipo con respecto a la cepa silvestre
DK1622 (tabla 6.1).

Los mutantes con fenotipo amarillo A1233 y A123/, similar al silvestre, no estan
afectados en el crecimiento vegetativo. Uno de ellos, la cepa A1234, presenta ligeras
deficiencias en movilidad. Sin embargo, ambos presentan un ligero retraso en la
formacion de cuerpos fructiferos (tonos rojos). Con respecto al resto de los mutantes,
que presentan un fenotipo tan, se observa como todos crecen més en medio liquido
y alcanzan antes las fase estacionaria (tonos verdes). Se observa también que todos
los mutantes presentan deficiencias en la movilidad, y en el ciclo de desarrollo (tonos
rojos). Los resultados de la produccion de esporas y germinacion son sin embargo
muy dificiles de interpretar ya que hay una gran variabilidad entre los mutantes. Se
observa, no obstante, que los mutantes con fenotipo tan presentan gran retraso en la
fructificacién pero producen esporas muy eficientes en germinacion.

Por ultimo, cabe destacar que tanto la delecién de una quinasa como de su
pseudoquinasa companera provocan, por lo general, cepas con un fenoti-
po parecido. Una posible interpretacion de este resultado es que ambas proteinas
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funcionan en un mismo proceso o ruta de senalizaciéon. En cada mutante dicha ruta
se ve bloqueada a un nivel diferente, pero en ambos casos ha sido afectado el mismo
proceso, resultando en un fenotipo similar.

En vista de este resultado, que muestran que eliminando una u otra quinasa de la
pareja se causa un efecto parecido, se decidié realizar mutantes dobles para eliminar
simultaneamente la quinasa y la pseudoquinasa de la misma pareja.
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Construccion de mutantes de
delecion en fase de miltiples
quinasas

Para profundizar mas en el papel fisiologico de las parejas de quinasa-pseudoquinasa
en el ciclo de vida de M. zanthus, se procedidé a construir mutantes dobles de algunas
de las parejas.

Se escogi6 en primer lugar la pareja MXAN 1233-MXAN 1234 por ser la tnica
cuyos mutantes individuales mantuvieron la fase yellow, de modo que los efectos de
las mutaciones son mas faciles de comparar con la cepa silvestre original. Ademés,
nos resulto interesante estudiar la pseudoquinasa MXAN 1234, puesto que la cepa
A 1234, de entre todos los mutantes de las pseudoquinasas, fue la tnica que mostrd
un descenso en la esporulacion en lugar de un incremento.

En segundo lugar, decidimos escoger otra pareja para hacer seguimiento de algu-
nos de los mutantes con fenotipo tan. De entre todas las parejas, la pareja de quinasas
MXAN 2176-MXAN 2177 nos pareci6 la més interesante pues sus cepas mutantes
A2176 y A2177 destacaron por la enorme capacidad de esporulacion y germinacion
que poseen en comparacién con ambas cepas silvestres yellow y tan.

Por dltimo, en paralelo la construcciéon de los mutantes dobles, y aprovechan-
do los plasmidos disenados para dichas mutaciones, se construy6é también una cepa
mutante cuadruple, carente de las dos parejas quinasa-pseudoquinasa mencionadas
anteriormente.

7.1. Construccién de los plasmidos portadores de las de-
leciones dobles

Se disenaron y construyeron dos plasmidos portadores de una doble delecion,
siguiendo la misma metodologia utilizada para construir los plasmidos portadores de
las deleciones individuales (ver apartado 3.7.1). En ambos plasmidos se utilizaron,
como fragmentos flanqueantes de la delecién, un fragmento de 800 pb justo aguas

115



Capitulo 7. Mutantes miltiples de las parejas de quinasas
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Figura 7.1: Esquema de la construcciéon de los plasmidos portadores de las deleciones
dobles, pBJ-A1233-A123 y pBJ-A2176-A2177.

arriba del gen de la quinasa (MXAN 1233 6 MXAN 2176) y un fragmento de 800 pb
justo al final del gen para la pseudoquinasa (MXAN 1234 6 MXAN 2177). Las
parejas de cebadores utilizadas para amplificar estos fragmentos por PCR aparecen
en el apartado 2.4. Ambos fragmentos se clonaron contiguos en el vector pBJ113
unidos por un sitio de restricciéon de 6 pb. De esta forma, se obtuvieron los plasmidos
pBJ-A1233A123 y pBJ-A2176A 2177, ilustrados en la figura 7.1, que servirdn para
introducir las dobles mutaciones en la cepa silvestre DK1622, asi como para construir
un mutante cuadruple.

7.2. Construcciéon de las cepas portadoras de las muta-
ciones dobles A1233A123/ y A2176A2177 y cuaddruple
A1233A1234 A2176A2177

Los plasmidos se introdujeron, por separado, mediante electroporacién, en la
cepa silvestre de M. zanthus y se integraron en el cromosoma mediante un proceso
de doble recombinaciéon homologa, sustituyendo a la pareja funcional de quinasa-
pseudoquinasa. Este procedimiento se explica con mas detalle en el apartado 3.7.1.

Para diferenciar las colonias mutantes de las revertientes a silvestre fue necesario
realizar un Southern blot, al igual que se hizo durante la obtencién de los mutantes
individuales. Los Southern blots de comprobacién realizados para cada cepa mutante,
A1233-A123} v A2176-A2177, se muestran en la figura 7.2, apartados A y B.

A continuacién, para construir la cepa mutante cuadruple, se partié de la cepa
mutante doble A2176-A2177, a la que se introdujo mediante electroporacion el plas-
mido pBJ-A1233-A1234. Mediante un proceso equivalente de recombinacién homo-
loga, el fragmento portador de la doble delecion A12383-A 1234 sustituyo6 a la pareja
de quinasas MXAN 1233-MXAN 1234, resultado en una cepa con dos parejas de
quinasa-pseudoquinasa mutadas, a la que denominamos Acuddruple. El proceso de
integracion en el cromosoma y obtencién de las cepas silvestres también fue compro-
bado mediante Southern blot, el cual se muestra en la figura 7.2, apartado C.
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Figura 7.2: Southern blot de comprobacion de la cepas mutantes multiples. A) Compro-
bacién de la cepa A1233-A1234. Todos los cromosomas se digirieron con Sall. Los tamanos
esperados de los fragmentos fueron: 3,7 kb en el caso de la cepa silvestre, y 5,6 kb para las ce-
pas mutantes. Como sonda se utilizé el fragmento 800 pb aguas arriba del gen MXAN 1233.
B) Comprobacion de la cepa A2176-A2177. Todos los cromosomas se digirieron con Xhol.
Los tamanos esperados de los fragmentos fueron: 3,9 kb en el caso de la cepa silvestre, y
5,7 kb para las cepas mutantes. Como sonda se utilizo el fragmento 800 pb aguas arriba del
gen MXAN 2176. C) Comprobacién de la cepa Acuddruple. Sobre la cepa mutante A2176-
A2177 se introdujo la mutacion A1283-A1234, asi que las condiciones del Southern fueron
las mismas utilizadas en el apartado A: los cromosomas se digirieron con Sall, y la sonda
provino del fragmento 800 pb aguas arriba del gen MXAN 1233. Los tamaifios esperados
fueron: 3,7 kb en el caso de la cepa silvestre, y 5,6 kb para la cepa mutante.
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7.3. Analisis fenotipico de los mutantes dobles y del mu-
tante cuadruple

7.3.1. Ciclo vegetativo
Variacion de fases

Tras la obtencién de las cepas, el primer andlisis que se realizé fue la determi-
nacién de la proporciéon de células yellow y tan de cada una de ellas. Para ello, se
realizaron diluciones decimales que se inocularon en placas de CTT para posterior-
mente contar las colonias separadas y clasificarlas en las categorias yellow, tan, o
en no clasificadas en el caso de no poderlas clasificar claramente en una de las dos
categorias.

Como primer resultado observamos que la cepa mutante doble A1233A 123/ pre-
sentaba una mayoria de células en fase tan (71 %5, figura 7.3). Este resultado
contrasta con el encontrado en los mutantes individuales de esa misma pareja, las
cepas A1233 y A123/, que presentaban una gran mayoria de células en fase yellow,
incluso mas que el silvestre DK1622 (figura 6.4). Sin embargo, observamos que el
mutante A1233A 1234, pese a tener apariencia tan, conservé més células en fase ye-
llow (3445 %) que el resto de mutantes tan e incluso que la cepa silvestre DK1622
tan (10£4%).

Por otro lado, las cepas A2176A2177y Acuddruple presentaron una mayoria de
células con fenotipo tan, un 88+7% y 99+1 %, respectivamente (figura 7.3), al igual
que las cepas A2176' y A2177y que la mayoria de los mutantes individuales (figura
6.4).

En conclusién, al eliminar dos de las parejas quinasa-pseudoquinasa, y también al
eliminarlas conjuntamente en el mutante cuddruple, M. zanthus present6 un fenotipo
tan. Esto pone de manifiesto una vez mas la implicacién, directa o indirecta, de las
parejas de quinasas analizadas en el proceso de variaciéon de fases de M. zanthus,
dado que incluso partiendo de mutantes sencillos yellow, como en el caso de A1233
y A1234, el mutante doble resultante presenta fenotipo tan.

Crecimiento en medio liquido

Tanto las cepas mutantes como las dos cepas silvestres fueron cultivadas en con-
diciones de crecimiento vegetativo durante 48 h. Durante este tiempo se midié pe-
riédicamente la densidad celular de cada cultivo. En la figura 7.4 se pueden ver las
curvas de crecimiento resultantes.

En primer lugar, vemos que el mutante doble A1233A 123/, pese a presentar
fenotipo tan, mostré una curva solapada con la del silvestre DK1622, probablemente
debido al considerable contenido de células yellow en este mutante. Por otro lado,
el mutante A2176A2177 tuvo un crecimiento mas acelerado y lleg6 antes a la fase
estacionaria, asemejandose més a la cepa silvestre tan. Por su parte, el mutante
Acuddruple mostro un crecimiento intermedio entre los dos tipos de silvestres.
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Figura 7.3: Porcentaje de células yellow y tan en las cepas mutantes de las parejas quinasa-
pseudoquinasa: A1233A1284, A2176A2177 y Acuddruple en comparacién con las cepas
silvestres silvestres DK1622 y DK1622 tan. Los datos proceden de recuentos de mas de 300
colonias en los tres casos.
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Figura 7.4: Crecimiento vegetativo de los mutantes multiples de las parejas quinasa-
pseudoquinasa: A1233A1234 (A), A2176A2177 (B) y Acuddruple (C), en comparacion con
las cepas silvestres DK1622 (linea punteada negra) y DK1622 tan (linea punteada gris). Las
barras de error representan la desviaciéon estandar.

119



Capitulo 7. Mutantes miltiples de las parejas de quinasas

A) Movilidad A B) Movilidad S
—_— 50 7 —_—
€ £
£ E
g 40 g
5 30 a
20 -
10 -
A1233A1234 A1233A1234
0 : : : : 0 : : )
0 48 9% 144 192 240 0 48 96 144 192 240
Tiempo (h) Tiempo (h)
£ —
E £
g s
H g
8 a
0 . : : ‘
0 48 9% 144 192 240
Tiempo (h)
£ o £
H -7 E
g 40 9
5 30 a
20
10 ; ;
Acuddruple Acuddruple
0 : ‘ | ‘ 0 ‘ ‘ !
0 48 % 144 192 240 0 48 96 144 192 240
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 7.5: Movilidad A (columna A) y S (columna B) en los mutantes multiples de las
parejas quinasa-pseudoquinasa: A1283A 1234, A2176A2177 y Acuddruple, en comparacion

con las cepas silvestres DK1622 (linea punteada negra) y DK1622 tan (linea punteada gris).
Las barras de error representan la desviacion estandar.
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Figura 7.6: Fructificacion en los mutantes multiples de las parejas de quinasa-
pseudoquinasa: A1283A1234, A2176A2177 y Acuddruple, comparadas con las cepas sil-
vestres DK1622 y DK1622 tan.

Movilidad social y aventurera

En la figura 7.5, apartado A, podemos ver el resultado en cuanto a movilidad aven-
turera de los mutantes. Tanto el mutante A1233A 1234 como el mutante A2176A2177
presentaron una movilidad aventurera muy similar a la cepa silvestre DK1622 en fase
tan, y ambas presentaron menor capacidad de movilidad aventurera que la cepa sil-
vestre DK1622. En cuanto al mutante Acuddruple, se observd también una capacidad
de movilidad aventurera defectuosa comparada con la cepa silvestre DK1622.

En referencia a la movilidad social (figura 7.5, apartado B) vemos que las tres
cepas mutantes presentaron un defecto notable en la capacidad de movilidad, respecto
a la cepa silvestre DK1622. En este aspecto fenotipico, todas se asemejan més a la
cepa DK1622 tan.

7.3.2. Ciclo de desarrollo
Fructificacion

Las tres cepas mutantes presentaron un retraso en la fructificacién respecto a la
cepa DK1622. Estas cepas, con fenotipo tan, se retrasaron en la formacién de cuerpos
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Figura 7.7: Cuantificaciéon de la capacidad relativa de esporulaciéon (A) y germinacion (B)
en los mutantes multiples A1233A 1234, A2176A2177 y Acuddruple. Se han representado
los datos como porcentaje de esporulacion respecto a la cepa DK1622. Los datos de la cepa
DK1622 tan también aparecen representados como un porcentaje respecto a la esporulacion
del silvestre DK1622. Las esporas fueron recogidas tras 96 h de desarrollo. Las barras de
error representan la desviacion estandar.

incluso comparandolas con la cepa control tan (figura 7.6).

Observamos que el mutante A1233A 123/ present6 un retraso de unas 24 h res-
pecto al silvestre convencional DK1622, y que este retraso fue atin mayor que el que
presentaron los mutantes individuales A1233 y A1234. El mutante A2176A2177
también estuvo mas retrasado que los individuales A2176 v A2177, y aparecieron
cuerpos fructiferos solamente tras 96 h. En el caso del mutante Acuddruple, el retraso
fue mucho mas pronunciado que el los dos mutantes dobles anteriores.

En cuanto a la morfologia de los cuerpos fructiferos, los cuerpos de los mutantes
dobles aparecen especialmente voluminosos, incluso mas que los de la cepa DK1622
tan. Sin embargo, en la cepa Acuddruple comenzaron a verse cuerpos mal formados,
muchos de ellos translacidos, indicativo de que no son maduros.

En resumen, al eliminar de forma independiente dos parejas completas de quinasa-
pseudoquinasa, el retraso en la fructificaciéon es mas pronunciado que en sus respecti-
vos mutantes individuales, y los cuerpos no maduran bien al eliminar las dos parejas
al mismo tiempo. Podemos concluir que estas quinasas intervienen de forma directa
o indirecta en el desarrollo, y que los efectos se pronuncian cuantas mas quinasas se
eliminan.

Esporulaciéon y germinaciéon

En primer lugar, en cuanto a la esporulaciéon, observamos que los mutantes
dobles A1233A1234 v A2176A2177 formaron mayor numero de esporas que el sil-
vestre DK1622. La esporulacién de estas cepas, sin embargo, fue similar a la de la
cepa DK1622 tan (ver figura 7.7, apartado A).
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7.3. Fenotipo de los mutantes dobles y cuddruple

Cabe destacar que el mutante doble A1238A 123/ produjo mas esporas que los
mutantes individuales de la misma pareja quinasa-pseudoquinasa, probablemente
debido a su fenotipo tan, ya que hemos comprobado que las cepas tan suelen producir
mAas esporas.

El mutante doble A2176A2177, sin embargo, produjo menos cantidad de esporas
que los mutantes individuales de la misma pareja quinasa-pseudoquinasa, a pesar de
ser todas las cepas tan. Esto podria explicarse por que el mutante doble presenta
mas retraso en el desarrollo que los dos individuales, y por tanto la esporulacién se
retrasa.

El mutante Acuddruple esporuld a los mismos niveles que la cepa silvestre DK1622.
Sin embargo, ya hemos visto que el resto de su fenotipo es més similar al de una
cepa DK1622 tan. Desde este punto de vista, la esporulaciéon es baja en el mutante
Acuddruple al compararlo con la cepa control tan. Esta baja produccion de esporas
era esperable dado el deficiente estado de maduracién de los cuerpos fructiferos a las
96 h.

En cuanto a la germinacién, observamos un patrén similar al de anteriores
mutantes, pues la cantidad de esporas germinadas en medio nutritivo fue mucho
mas elevada que en las dos cepas control (figura 7.7, apartado B). En los mutantes
A1233A1234 v Acuddruple llegaron a germinar unas 10 veces méas esporas que en la
cepa DK1622.

Por tanto, la eliminacién de las quinasas por parejas provoca un incremento en la
produccién de esporas, y dichas esporas poseen una mayor eficiencia de germinacion.
Es posible que estas quinasas regulen de algin modo la cantidad de esporas que
se producen en los cuerpos fructiferos, y que también tengan efectos en la futura
capacidad de germinacién de estas esporas.
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Capitulo 8

Construccion de un mutante de
delecion en fase para cuatro
parejas de quinasa-pseudoquinasa

Ya hemos observado que el principal rasgo fenotipico de muchos de los mutantes
de las quinasas y pseudoquinasas, tanto individuales como miultiples, consiste en un
cambio de fase a tan. Otro rasgo fenotipico mayoritario es el retraso en el ciclo de
desarrollo que culmina en una gran produccién de esporas, que poseen ademés gran
capacidad de germinacioén.

Pese a observar efectos en el fenotipo con tan solo delecionar estos genes de forma
individual, al estar trabajando con genes pardlogos cabe la posibilidad de que el resto
de quinasas o pseudoquinasas estén compensando parcialmente la carencia de una o
algunas de ellas. Con objeto de estudiar el papel fisiologico global de las 4 parejas de
quinasa-pseudoquinasa, procedimos a construir una cepa mutante de delecién carente
de las 4 parejas de genes paralogos. A esta cepa mutante la denominamos Adctuple.

8.1. Construccién de los cuatro plasmidos portadores de
las deleciones dobles

Al igual que procedimos en el apartado anterior de esta tesis, se construye-
ron plasmidos portadores de deleciones dobles para todas las parejas de quinasa-
pseudoquinasa. Ya se disponia de los plasmidos pBJ-A12383A 123y pBJ-A217T6A2177
construidos para obtener el mutante cuadruple (capitulo ), y se construyeron de la
misma manera los plasmidos pBJ-A3182A 8183 y pBJ-A4842A4841.

Para cada plasmido se utilizaron, como fragmentos flanqueantes de la mutacion,
un fragmento de 800 pb justo aguas arriba del gen codificante para la quinasa y
un fragmento de 800 pb justo al final del gen codificante para la pseudoquinasa.
Los cuatro plasmidos construidos aparecen en la figura 8.1. Los fragmentos clonados
quedaron unidos por un sitio de restriccion BamHI de 6 pb. Las parejas de cebadores
utilizadas para amplificar los fragmentos por PCR aparecen en el apartado 2.4.
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Figura 8.1: Plasmidos diseniados para la obtencion del mutante de delecion Adctuple. Se
construyé un plasmido para delecionar cada pareja de quinasa-pseudoquinasa. Pldsmidos
pBJ-A1233A1234, pBJ-A2176A2177, pBJ-A8182A3183 y pBJ-A4842A}8/1.

8.2. Construcciéon de la cepa mutante 6ctuple

La estrategia seguida para la obtencién del mutante 6ctuple fue la introducciéon
de cada uno de los plasmidos portadores de las deleciones dobles en M. zanthus,
partiendo de la cepa silvestre, y acumulando mutaciones dobles en la cepa hasta
obtener un mutante con las cuatro parejas delecionadas. Este procedimiento se inicié
desde diversos puntos: por un lado, se partié6 de las dos cepas mutantes dobles ya
construidas en el capitulo anterior (7), sobre las que se fueron introduciendo los
demas plasmidos portadores de deleciones dobles. Por otro lado, paralelamente, se
emprendi6 la obtencién de nuevos mutantes dobles, electroporando los plasmidos
nuevos pBJ-AS8182A 3183 y pBJ-A4842A 48/ 1 en la cepa silvestre M. zanthus.

Finalmente, el camino mediante el cual se logré obtener el mutante 6ctuple fue
el siguiente: en primer lugar se electropor6 en la cepa silvestre el plasmido pBJ-
AS3182A 83188 para obtener el mutante A3182A8183. Sobre esta cepa mutante do-
ble, se introdujo el plasmido pBJ-A48/2A /4841 para obtener un mutante cuidru-
ple A3182A3183 A4842A4841. Sobre esta cepa, a su vez, se introdujo el plasmi-
do pBJ-A1233A 123/ para obtener una cepa mutante séxtuple, con las deleciones
A1233A1234 A8182A3188 A4842A4841. Finalmente, sobre esta cepa se electropo-
ré el plasmido pBJ-A2176A2177, que tras las apropiadas recombinaciones homo-
logas, dio lugar a la cepa mutante con los ocho genes delecionados, A1233A1234
A21T6A217T7 A3182A3183 A4841A4842 6 Adctuple. Para cada cepa mutante ob-
tenida durante el proceso de obtenciéon del mutante 6ctuple, se realiz6 un Southern
blot con objeto de corroborar que cada una de las deleciones habia sido exitosa antes
de dar el siguiente paso. Los Southern blots elaborados se presentan en la figura 8.2.
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Figura 8.2: Southern-blots elaborados en cada paso para la obtencién del mutante 6ctuple.
1) El cromosoma del primer mutante doble (A3182A3183) obtenido fue digerido con Pstl,
dando una banda de 8,6 kb en lugar de 11,7 kb de la cepa silvestre. La sonda utilizada fue
un fragmento de 800 pb aguas arriba del gen MXAN 3182. 2) El cromosoma del mutante
cuddruple obtenido fue digerido con Xhol, dando lugar a un fragmento de 9,1 kb en lugar
de 12,2 kb. Como control para comparar se utilizé la cepa mutante doble, que fue utilizada
como receptora del nuevo plasmido. Como sonda se utiliz6 un fragmento de 800 pb aguas
arriba del gen MXAN 4842. 3) Para la comprobaciéon del mutante séxtuple se digiri6 el
cromosoma con Sall, dando un fragmento de 5,6 kb en lugar del fragmento de 3,7 kb de la
cepa AS3182A 3183 A4842A 4841 receptora. Se utilizd como sonda el fragmento de 800 pb
aguas arriba del gen MXAN 1233. 4) Finalmente, para verificar la obtencion del mutante
octuple se digirieron los cromosomas con Xhol, dando 3,9 kb en la cepa Aséxtuple que se
uso como control y 5,7 kb en el mutante 6ctuple, utilizando como sonda el fragmento de
800 pb aguas arriba del gen MXAN 2176.
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8.3. Andlisis fenotipico del mutante 6ctuple

8.3.1. Ciclo vegetativo
Variacion de fases

Tras delecionar las 4 parejas de quinasas, la cepa Adctuple presenté un aspecto
tan, al igual que ocurri6 con otras deleciones simples de estas mismas quinasas (capi-
tulos 6 y 7). En la figura 8.3, la cepa mutante Adctuple se compara con las dos fases
de la cepa silvestre, yellow y tan. Se observa la similitud en las proporciones con la
cepa W'T tan, aunque el mutante presenta atin menor proporcién de células yellow.

Crecimiento en medio liquido

Tanto la cepa mutante Adctuple como las cepas silvestres yellow y tan fueron cul-
tivadas en condiciones de crecimiento vegetativo durante 48 h. Durante este tiempo
se midi6 periédicamente la densidad celular de cada cultivo para calcular la curva
de crecimiento representada en la figura 8.4.

Como ya habiamos visto previamente, las cepas silvestres yellow y tan difieren en
la velocidad de crecimiento, alcanzando antes la cepa tan la fase estacionaria. En este
caso, la cepa mutante Adctuple presentd un crecimiento semejante a la cepa silvestre
tan, alcanzando al mismo tiempo la fase estacionaria.

Movilidad social y aventurera

En la figura 8.5, apartado A, podemos ver que el mutante Adctuple presenta una
movilidad aventurera igual a la de la cepa silvestre DK1622 en fase tan, y ambas
presentan menor capacidad de movilidad aventurera que la cepa silvestre DK1622
en fase yellow. En cuanto a la movilidad social (apartado B) observamos la misma
tendencia, viéndose que el mutante Adctuple muestra una movilidad social igual a la
de la cepa WT tan.

8.3.2. Ciclo de desarrollo
Fructificacion

La cepa Adctuple presentd un desarrollo retrasado respecto a la cepa silvestre
yellow. Si hacemos la misma comparacién con el morfotipo silvestre tan, se observa
un desarrollo paralelo. Los cuerpos fructiferos del mutante aparecen méas voluminosos
que los de ambos silvestres, al igual que ocurria con los mutantes dobles A1233A 123/
y A2176A2177.
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Figura 8.3: Variacion de fases de la cepa mutante Adctuple, en comparacion con la cepa
silvestre DK1622 original y DK1622 en fase tan. Los datos proceden de un recuento de 376
colonias.
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Figura 8.4: Crecimiento vegetativo en medio liquido de las cepas silvestres DK1622 yellow
(linea punteada negra) y DK1622 tan (linea punteada gris) y de la cepa mutante Adctuple
(rosa). Las barras de error representan la desviacion estédndar.
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Figura 8.5: Estudio de la movilidad aventurera (A) y social (B) en el mutante de las ocho
quinasas Adctuple (rosa) en comparacion con las cepas silvestres DK1622 yellow (negro) y
tan (gris). Las barras de error representan la desviacion estandar.
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Figura 8.6: Ciclo de desarrollo en las cepas silvestres DK1622 yellow, DK1622 tan, y
mutante Adctuple.
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8.3. Fenotipo del mutante 6ctuple

Acumulacién de hierro

Adicionalmente a los estudios rutinarios de evaluacion del ciclo de desarrollo lle-
vados a cabo en los demés mutantes, tuvimos la posibilidad de evaluar la acumulacién
de hierro intracelular en el mutante Adctuple.

El anélisis fue motivado por el descubrimiento de Dziewanowska et al. (2014),
segtun el cual las cepas de M. zanthus con morfotipo tan modifican la expresion de
ciertos grupos de genes con respecto a las variedades de morfotipo yellow. Entre estos
genes se encuentran los pertenecientes a la ruta biosintética del sider6foro mixoque-
lina, ademés de otros sistemas de adquisicion y transporte del hierro, cuya expresion
incrementa en las variedades tan.

Ante este hallazgo decidimos evaluar la capacidad de acumulacién de hierro en la
cepa Adctuple. Las cepas silvestres DK1622, DK1622 tan y Adctuple fueron incubadas
en medio de cultivo inductor del desarrollo (CF) con 0.5mM FeCls, asi como en el
mismo medio CF sin hierro que sirvié como control.

Tras una incubacién de 24 h, el hierro intracelular se midi6 mediante ICP-OES
(ver apartado 3.8). Esta técnica permite cuantificar elementos de una muestra que se
encuentren a muy bajas concentraciones. Los andlisis se llevaron a cabo en colabo-
racion con el grupo de investigaciéon del Dr. Lawrence J. Shimkets de la Universidad
de Georgia (Athens, EEUU) durante el ano 2014.

Los resultados mostrados en la figura 8.7 revelaron que existe acumulacion de
hierro en todas las cepas al ser cultivadas en un medio rico en este metal. Ademaés,
se observaron diferencias entre la cepa silvestre DK1622 yellow y las otras dos cepas
de morfotipo tan: las cepas DK1622 tan y Adctuple acumularon mayor cantidad de
hierro intracelular. Este resultado concuerda con el incremento en la expresién de
genes relacionados con la adquisicién y el transporte de este metal detectado en las
variantes tan (Dziewanowska ef al., 2014). Si se comparan las dos cepas tan entre
si, se aprecia que el mutante Adctuple posee una ligera disminucion en la capacidad
de acumulaciéon de hierro respecto al silvestre DK1622 tan, lo que podria indicar
que las mutaciones han tenido un leve efecto, directo o indirecto, en la capacidad de
acumulacion de hierro de la cepa Adctuple. Es posible que la adquisicion del metal
en un enjambre de M. zanthus esté regulada por la proporcién de células yellow y
tan de la poblacion.

Esporulacién y germinaciéon

El recuento de esporas en el mutante Adctuple revelé una produccion de esporas
mayor que en ambos silvestres (figura 8.8, apartado A). Se puede ver que produjo
mas del doble de esporas que el WT yellow (215 %), y algo superior al WT tan.

En cuanto a la germinacion (figura 8.8, apartado B), observamos que al cultivarse
las esporas en medio nutritivo de nuevo, la cantidad de esporas germinadas en el
mutante Adctuple es menor que en cualquiera de las cepas silvestres. Su capacidad
de germinacion representa un 32,5 % de la cepa silvestre DK1622 yellow.

En resumen, al eliminar todas las parejas de quinasas paralogas seguimos apre-
ciando una reversion a la fase tan. Los defectos en la movilidad y el retraso en el
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Figura 8.7: Acumulacion intracelular de hierro durante el desarrollo en las cepas silves-
tres DK1622 yellow, DK1622 tan, y mutante Adctuple. Las barras de error representan la
desviacién estandar.
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Figura 8.8: Cuantificaciéon de la capacidad relativa de esporulaciéon (A) y germinaciéon (B)
del mutante Adctuple respecto a las cepas silvestres DK1622 yellow y DK1622 tan. Las
esporas fueron contadas tras 96 h de desarrollo. Esas mismas esporas fueron sometidas al
proceso de germinacién. Las barras de error representan la desviaciéon estandar.
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8.4. Analisis de dos mutantes antagonicos

desarrollo también se observan, probablemente debido al gran porcentaje de células
tan.

Como ocurria en la mayor parte de mutantes tan, el mutante Adctuple termina
formando més cantidad de esporas que las cepas silvestres. Sin embargo, una dife-
rencia clara con el resto de cepas mutantes tan es la capacidad de germinaciéon, que
se ve muy disminuida, incluso comparéndola con la cepa silvestre DK1622 yellow.
La conjunciéon de ambos resultados podria significar que la delecién de las cuatro
parejas de quinasas tiene como consecuencia un incremento en la capacidad de dife-
renciaciéon de los bacilos vegetativos en mixosporas cocoideas quiescentes, pero que
dicha diferenciacion no se realiza mediante el proceso adecuado, de modo que las mi-
xosporas resultantes no son plenamente funcionales, lo que lleva a una disminucién
en su capacidad para germinar.

8.4. Anailisis de dos mutantes antagoénicos

Tras delecionar las 4 parejas de quinasas, la cepa mutante Adctuple presentd un
aspecto tan, al igual que ocurria con otras cepas mutantes (ver capitulos 6 y 7).
Ya se ha explicado cémo en el camino de obtencién del mutante 6ctuple se obtu-
vieron nuevas cepas mutantes adicionales. Tanto A8182A8183 como A3182A818%
A4842A 4841 presentaron fenotipo tan. Sin embargo, la colonia mutante Aséztuple
(A1233A1234 A3182A8183 A4842A48/1) presentd un aspecto yellow. Este dato
nos resulté muy interesante, asi que decidimos evaluar esta cepa.

Nos enfocamos en el ciclo de desarrollo, pues ya hemos observado que es sobretodo
durante esa etapa donde se aprecian mas claramente los efectos de las deleciones. Otra
razén para centrarnos en el desarrollo fue que los otros mutantes yellow no se vieron
afectados durante el crecimiento vegetativo.

Las tinicas quinasas que quedan en la cepa Aséztuple son la pareja MXAN 2176-
MXAN 2177, asi que se decidié comparar dicha cepa con su mutante antagonico, la
cepa mutante A2176A2177 que se construy6 en el capitulo 7.

La figura 8.9, apartado A, muestra la fructificacion del mutante Aséxtuple. Pese a
no observarse un retraso en la fructificaciéon como en todos los mutantes, al ser com-
parado con la cepa silvestre DK1622 mostré cuerpos fructiferos de pequeno tamano,
deformados y transldicidos, indicativo de una incorrecta maduracién. Este fenotipo
contrastd con el observado en el mutante tan A2176A2177, que present6é bastante
retraso, pero que finalmente formé cuerpos voluminosos y opacos.

En el apartado B de la figura 8.9 se representan los datos relativos a la esporula-
ciéon y a la germinacion del mutante Asértuple. En esta cepa ambos procesos se ven
muy perjudicados debido a las deleciones, mientras que en el mutante A2176A2177
los efectos de la delecién son totalmente opuestos, pues la eficiencia de esporulaciéon
y germinacién se ven muy incrementadas.

En el apartado C de la figura 8.9 se ha representado esquematicamente el ge-
notipo de cada cepa, A2176A2177 y Aséxtuple, para visualizar de qué manera son
complementarios estos mutantes.
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Figura 8.9: Ciclo de desarrollo en las cepas silvestres DK1622 yellow, mutante Aséztuple y
mutante A2176A2177. A) Fructificacion. B) Esporulacion y germinacion. C) Esquema del
genotipo de cada una de las cepas comparadas. Los genes coloreados estan presentes en la
cepa, mientras que los genes representados en blanco han sido delecionados.
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8.4. Analisis de dos mutantes antagonicos

En conclusion, los mutantes Asézxtuple y A2176A2177 presentan un genotipo
complementario, y esto se refleja en unos caracteres fenotipicos totalmente opuestos.
El mutante Aséztuple proviene de un mutante cuadruple con fenotipo tan, y al dele-
cionar todas las parejas de quinasas excepto la pareja MXAN 2176-MXAN 2177 se
vuelve yellow. Dicho mutante produce menor cantidad de esporas (33 % del silvestre)
cuya capacidad de germinar es apenas un 8 % la del silvestre. Por otro lado, el mu-
tante A2176A2177 presenta un morfotipo tan, al igual que los respectivos mutantes
individuales A2176 y A2177. Presenta elevada esporulacién, produciendo esporas
son muy viables. De modo que, es posible que la pareja MXAN 2176-MXAN 2177
tenga un papel antagoénico al de las otras tres parejas de pardlogos. Esta pareja po-
dria favorecer la permanencia en fase yellow y propiciar una regulaciéon negativa de
la formacién de esporas.

Nos preguntamos qué elemento podria ser diferente en esta pareja de quinasas,
que las distinguiera del resto de paralogos, y advertimos que a nivel de secuencia
se puede encontrar una diferencia. La pseudoquinasa MXAN 2177 presenta
un extremo carboxilo diferente al resto de pseudoquinasas, debido a una
duplicacion en tandem de la secuencia de ADN al final del gen en la que no se
mantiene la pauta de lectura (figura 8.10). Debido a esta modificacion, este nuevo
fragmento puede representar una zona de regulacién que funciona de manera diferente
y exclusiva en esta quinasa.
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Figura 8.10: Secciéon C-terminal de la pseudoquinasa MXAN 2177. A) Secuencia de ADN.
B) Secuencia proteica. C) Fraccion final del alineamiento de las cuatro pseudoquinasas. En
azul se muestra el fragmento de la secuencia que después aparece repetida. En amarillo
se muestra el fragmento repetido en la secuencia de ADN, que aparece en otra pauta de
lectura, dando lugar a secuencia proteica diferente. En verde aparecen senalados los motivos
conservados del dominio quinasa, HRD (HRA), DFG y A/SPE.
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Capitulo 9

Diseno de una coleccion de
vectores para la expresion de
genes controlada por cobre

Debido a las dificultades para establecer un fenotipo determinado causado por las
deleciones, y deducir de ahi la funcién concreta que desempenan las parejas quinasa-
pseudoquinasa en el ciclo de vida de M. zanthus, se pensé en otra posible linea de
estudio. Se decidi6 optar por una estrategia de sobreexpresion de estas quinasas para
amplificar sus efectos y verlos reflejados fenotipicamente en M. zanthus. Como parte
de este objetivo, en nuestro grupo de investigacién disenamos y construimos una serie
de vectores de expresion dependiente de Cu?*t, cuyo funcionamiento estd basado en
el funcionamiento del promotor del gen cuoA de M. zanthus (Sanchez-Sutil et al.,
2007).

El gen cuoA (MXAN 3420) codifica una proteina perteneciente a la familia de
las oxidasas multicobre involucrada en la resistencia al cobre de esta mixobacteria.
El perfil de expresion del gen cuoA se estudié introduciendo el gen lacZ de E. coli
bajo el control del promotor PcuoA en M. zanthus, y midiendo a continuacién la
actividad (S-galactosidasa anadiendo diferentes concentraciones de cobre al medio de
cultivo correspondiente (Sanchez-Sutil et al., 2007). En ausencia de cobre, cuoA no
se expresa a un nivel detectable, mientras que los niveles crecen linealmente con la
adicion de cobre al medio de cultivo hasta alcanzar su méaxima expresion con 800 pM
Cu?* durante el ciclo vegetativo, y 60 uM durante el desarrollo.

Para la construccion de los vectores se utilizaron técnicas de biologia molecular
descritas en la seccion 3). Los vectores pNG1A y pNG10A se construyeron partiendo
del vector pUC19 (Yanisch-Perron et al., 1985); pMAT3 deriva de pSWU30 (Wu
et al., 1997) y pMAT4 deriva de pSL105 (Jakovljevic et al., 2008). En los cuatro
vectores se introdujo el promotor del gen cuoA de M. zanthus DK1622, que fue
amplificado por PCR a partir del cromosoma, utilizando los cebadores indicados en
la seccion 2.4. A continuacion del promotor existen sitios de restricciéon multiples
para poder clonar el gen de interés (figura 9.1). Se insertaron, ademés, diferentes
genes de resistencia a antibioticos (Tet” o Kam”) para permitir la seleccion de cepas
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Figura 9.1: Coleccién de vectores que permiten expresar genes bajo el control del promotor
PcuoA dependiente de cobre. El tamafio de cada vector aparece sefialado en pares de bases
(bp). Azul: promotor dependiente de cobre. Rojo: gen de resistencia a tetraciclina. Rosa: gen
de resistencia a kanamicina. Verde: sitio attB de integraciéon al cromosoma. Las dianas de
restriccion del sitio de clonaciéon miltiple estan indicadas en negro. Tomado de Gomez-Santos
et al. (2012).

transformantes, y permitir ademaés la co-transformacién con otros vectores portadores
de otra resistencia.

Los vectores utilizados en M. zanthus siempre son integrativos. En este caso, la
integracion en el cromosoma se produce, bien a través de un sitio de union a fagos
(attB) en los vectores pMAT, o bien a través del propio promotor PcuoA.

Previamente a la utilizacién de los vectores en M. zanthus DK1622, se realiz6 un
andlisis del efecto de la concentracién de cobre en el crecimiento vegetativo y el ciclo
de desarrollo en dicha cepa silvestre.

Para estudiar la sensibilidad al cobre durante el crecimiento vegetativo, la bacteria
se cultivdé en medio CTT liquido al que se afiadieron concentraciones crecientes de
cobre. En la figura 9.2 se muestra que la cepa DK1622 es capaz de crecer hasta una
concentracion de 0,5 mM Cu?t. A concentraciones mayores, las células comienzan a
presentar defectos en el crecimiento.
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Figura 9.2: Crecimiento vegetativo de M. zanthus en medio liquido en presencia de cobre.
La densidad optica (DOggg-) del cultivo se midi6 tras 24 h de incubacién a 30 °C. Las barras
de error representan la desviacion estandar de 3 réplicas. Tomado de Goémez-Santos et al.
(2012).

Para estudiar los efectos de la concentracion de cobre sobre la movilidad en medio
solido, se inocul6 la bacteria en fase de crecimiento exponencial, en forma de gotas,
en placas de CTT suplementado con diferentes concentraciones de cobre, asi como
en placas control sin cobre, y se midi6 el didmetro de las gotas en la placa tras 96 h
de incubacién. La grafica revela que la movilidad se ve poco afectada al exponer
la bacteria a concentraciones de cobre menores de 0,5 mM. En este rango, tanto la
movilidad A como S disminuyen como méaximo un 10 % respecto a los respectivos
controles sin cobre. A concentraciones mayores de cobre, provocan una disminucién
lineal de la capacidad de movilidad (figura 9.3).

Para estudiar la sensibilidad al cobre durante el ciclo de desarrollo, las células
cultivadas en medio CTT liquido se concentraron y se inocularon en forma de gotas
en medio CF suplementado con concentraciones crecientes de cobre. En la figura 9.4
A) se aprecia que la formacién de cuerpos fructiferos empieza a verse afectada a
concentraciones de Cu?t de 80 pM.

Ademas de observar la formacion de cuerpos, se hizo un recuento de mixosporas
tras 96 h de incubacién en medio CF con cobre. En este aspecto del fenotipo, vemos
que a pequenas concentraciones de cobre (20 uM) ya se ve afectada negativamente
la producciéon de esporas.

En resumen, los resultados obtenidos mostraron que el crecimiento vegetativo de
M. zanthus empieza a verse afectado a concentraciones de 600 uM. Por otro lado
la cepa es maés sensible al metal durante el ciclo de desarrollo: se observan defectos
en la fructificacién a concentraciones de 80 uM, mientras que los defectos en la
esporulacién comienzan a percibirse a concentraciones de 20 pM.
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Figura 9.3: Efecto del cobre en la movilidad social (azul) y aventurera (verde) de M.
zanthus. Se inocularon gotas de cultivo liquido en placas de medio CTT con concentraciones
crecientes de cobre, y se midi6 el didmetro de estas gotas tras 96 h de incubaciéon. Adaptada
de Gomez-Santos et al. (2012).

Como se ha indicado en los apartados anteriores, los efectos fenotipicos de la
mayoria de los mutantes de las quinasas analizadas se manifestaron durante fructi-
ficacion y especialmente en los procesos de esporulacién y germinacion. Por tanto,
las pequenas concentraciones de cobre que han de anadirse al medio para inducir
la expresion en los vectores pueden interferir con el fenotipo observado durante el
desarrollo y la esporulacién de los mutantes.

Recordaremos también que la mayoria de los mutantes de las quinasas presenta-
ron fenotipo de la variedad tan. Simultdneamente a la construccién de estos vectores
y de los mutantes, el grupo de investigacion de Patricia Hartzel (Universidad de
Idaho, EEUU) present6 una comunicacion al 39th International Conference on the
Biology of the Myzobacteria (Hartzel, 2012), en la cual conectaba el morfotipo tan
con el metabolismo de los metales, especificando que la presencia de hierro en el me-
dio favorece la reversiéon al morfotipo yellow. Estos resultados fueron posteriormente
publicados unos anos mas tarde (Dziewanowska et al., 2014).

En relacién a la acumulacion de metales, en nuestro laboratorio hemos observa-
do una mayor capacidad de acumulacion de hierro de las variedades tan (ver figura
8.7). En microorganismos, el metabolismo del hierro y del cobre frecuentemente se
encuentran relacionados, y en ocasiones el cobre, atin estando a bajas concentracio-
nes, puede llegar a sustituir los 4tomos de hierro de determinadas metaloproteinas
(Waldron et al., 2009; Macomber y Imlay, 2009).

En vista de los efectos del cobre sobre el fenotipo de la cepa silvestre, y de la
influencia de los metales en el cambio de fase, se descarté realizar una sobreexpresion
de las Ser/Thr quinasas con los vectores pMAT y pNG, puesto que, aunque la adi-
cion de cobre al medio produce, especialmente durante el desarrollo, solo pequenas

140



A)

24h

72h

Oopm 40 uM 80 uM 100 um 120 uM
CuSo,

B) 8 |

i,

Control 20puM 40pM 60 puM 80 pM 100 pM 120 pM

CuSO,

(@]
!

a
L

(93]
|

Esporas/placa (108)

—
I

o

Figura 9.4: Desarrollo de M. zanthus en presencia de cobre. A) Formacién de cuerpos
fructiferos en medio CF a diferentes concentraciones de cobre tras diferentes tiempos de
incubacion. B) Produccion de esporas tras 96 h de incubacion en CF a distintas concen-
traciones de cobre. Las barras de error representan la desviacion estandar. Adaptado de
Gomez-Santos et al. (2012).
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Capitulo 9. Vectores de expresion dependiente de cobre

alteraciones fenotipicas, éstas podrian enmascarar los efectos de la sobreexpresion
de las quinasas. Por lo tanto, desafortunadamente tuvimos que abandonar esta es-
trategia. Sin embargo me gustaria destacar que estos resultados fueron publicados
en la revista Applied and Environmental Microbiology Gomez-Santos et al. (2012).
Los vectores han tenido gran aceptacién en la comunidad cientifica dedicada a las
mixobacterias y estan siendo utilizados por muchos grupos de investigaciéon en todo
el mundo para la expresion controlada de determinados genes (Harms et al., 2013;
Iniesta, 2014; Iniesta et al., 2012; Nan et al., 2013; Treuner-Lange et al., 2013).
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Capitulo 10

Transmision de las senales del
desarrollo en los mutantes de
deleci6n

El fenotipo de los mutantes de delecién nos mostr6é que las parejas de quinasas-
pseudoquinasas estan implicadas en el cambio de fase y en el ciclo de desarrollo de
M. zanthus. Los efectos en el desarrollo pueden aparecer de forma indirecta, debido
a que el desequilibrio entre variantes yellow y tan impide un desarrollo normal desde
el estado vegetativo. Nos resulté interesante averiguar en qué momento el desarrollo
comienza a verse afectado en los mutantes de las quinasas y pseudoquinasas. Por
este motivo, monitorizamos a lo largo del tiempo la transmisiéon de las senales del
desarrollo mediante fusiones del gen lacZ.

Escogimos analizar las dos senales del desarrollo méas importantes y mejor estu-
diadas: la senal A, que se produce y transmite tras 2 h en ausencia de nutrientes; y la
senal C, que se produce desde las 6 h de inanicion y a lo largo de todo el desarrollo,
con concentraciones en aumento hasta la fase de esporulacion (ver 1.1.4).

El seguimiento se realiz6 mediante una fusiéon del gen lacZ de E. coli a dos genes
de M. zanthus: uno cuya expresién es dependiente de la correcta transmision de la
senal A, y otro gen cuya expresion depende de la transmision de la senal C. En el caso
de la senal A, se escogio el gen spi (MXAN 4276), que comienza a expresarse tras
2 h del comienzo del desarrollo y es totalmente dependiente de la transmision de la
senal A (Kroos et al., 1986; Keseler y Kaiser, 1995). Para monitorizar la transmision
de la senal C, se escogio el gen fmgE (MXAN 3464), que comienza su expresion tras
6 h de desarrollo (Kroos et al., 1986; Son et al., 2011).

10.1. Construcciéon de cepas silvestres portadoras de fu-
siones lacZ en los marcadores del desarrollo

Se construyeron 2 plasmidos a partir del vector pKY481, uno de ellos portador
de la fusién spi-lacZ y otro portando la fusion fmgF-lacZ. En cada plasmido se clond
un fragmento de 800 pb que incluia las 100 primeras pares de bases de cada gen. A
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Figura 10.1: Construcciéon de fusiones lacZ con genes dependientes de las senales del desa-
rrollo. A) Esquema del lugar de insercion del plasmido. El plasmido (negro) se insertard
mediante recombinacién homologa en el cromosoma a través del fragmento amplificado por
PCR (rayado). B) Esquema de la comprobacién de la integracion del plasmido mediante
PCR. En rojo se muestran de forma esquemaética los cebadores utilizados para la amplifica-
cion. Se espera obtener un fragmento de PCR s6lo en aquellas cepas que integran correcta-
mente el pldsmido.

continuacién de este primer fragmento codificante quedaria fusionado el gen de la
[-galactosidasa portado por el vector pKY481, en la fase de lectura correcta. De esta
manera evitamos eliminar ese primer fragmento codificante de los genes, pues en el
caso de fmgF se ha demostrado que interviene en la regulacion de la expresion (Son
et al., 2011). Los cebadores utilizados para amplificar cada fragmento aparecen en el
apartado 2.4.

En primer lugar, quisimos estudiar la transmisiéon de estas seniales en la cepa
silvestre DK1622, y especialmente en la cepa silvestre DK1622 tan aislada en el
apartado 6.3. Cada uno de los plasmidos construidos, denominados pKY-spi-lacZ y
pKY-fmgE-lacZ, se electroporaron en las dos cepas silvestres de M. zanthus para
lograr su inserciéon en el cromosoma (ver apartado 3.6.1).

Su integraciéon en el cromosoma se comprobd mediante PCR, utilizando un ce-
bador que hibridaba dentro del plasmido y otro que hibridaba fuera de éste, en
el cromosoma del hospedador (ver figuras 10.1 y 10.2). Se escogié una colonia co-
rrecta de cada construccién, tras haber comprobado de forma cualitativa que todas
las colonias presentaban el mismo patrén de expresién. Se obtuvieron asi cuatro
cepas, denominadas DK1622-spi lacZ, DK1622tan-sp: lacZ, DK1622-fmgE lacZ, y
DK1622tan-fmgFE lacZ.
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A) pKY-spi lacZ B) pKY-fmgE lacZ
1 2 3 1 2 3

2 3 kb 23kb
— 20kb —

2,0kb __093kb __090kb

0,5kb — 0,5kb —

Figura 10.2: PCR de comprobacién de la insercién correcta de los plasmidos pKY-spi-lacZy
pKY-fmgE-lacZ en la cepa DK1622. A) Insercion de pKY-spi-lacZ. Para las colonias correctas
se esperaba un fragmento de PCR de aproximadamente 0,93 Kpb. Calles: 1) estandar; 2)
DK1622; 3)DK1622 tan. B) Insercion de pKY-fmgF-lacZ. Para las colonias correctas se
esperaba un fragmento de PCR de unas 0,9 Kpb. Calles: 1) estandar; 2) DK1622; 3)DK1622
tan.

10.2. Transmisiéon de la senal A y C en las cepas silvestres
yellow y tan

La actividad enzimética de cada cepa silvestre se analiz6 de forma cualitativa y
cuantitativa durante el desarrollo. La evaluacién cualitativa se realiz6 anadiendo X-
gal al medio de desarrollo CF. El X-gal adquiere un tono azul cuando es metabolizado
por la enzima [-galactosidasa. La intensidad en la coloracién es proporcional al
nivel de expresion de la enzima y, por tanto, al nivel de expresiéon de los genes
marcadores del desarrollo spi y fmgFE, dependientes de la transmision de la sefial A
y C, respectivamente. Esta observacion cualitativa aparece representada en la figura
10.3, apartado A. A su vez, el estudio cuantitativo se realizo6 mediante el ensayo in
vitro de la actividad enzimética (-galactosidasa, descrito en Kroos et al. (1986) y en
el apartado 3.6.3 de esta tesis. Los resultados obtenidos tras el ensayo se muestran
en la figura 10.3.

Tanto el analisis cualitativo como el cuantitativo mostraron una expresiéon en el
tiempo concordante con lo descrito en la bibliografia. En las dos cepas silvestres, tanto
yellow como tan, el marcador de la sefial A, spi, se expresé de forma temprana con un
méaximo a las 12 h, y el gen marcador de la sefial C se detect6 a partir de las 24 h en
ambas cepas. Considero necesario aclarar que la senal C comienza transmitiéndose
en poca cantidad, y sus niveles van en aumento hasta que se completa el proceso de
esporulacién. Por ello, aunque la expresion de fmgFE comience a las 6 h de desarrollo,
los niveles no fueron detectables hasta pasadas 12-24 h.

En cuanto a la comparacion de las dos cepas silvestres, vimos que la cepa DK1622
tan muestra un patrén simultdneo a la cepa silvestre yellow en la expresion del
marcador de la senal A, aunque los niveles de expresion son algo menores.
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Figura 10.3: Expresion de los genes marcadores del desarrollo spi y fmgE en las cepas
silvestres DK1622 y DK1622 tan. A) Analisis cualitativo, afiadiendo X-gal al medio de desa-
rrollo CF-agar. B) Anaélisis cuantitativo, midiendo la actividad enzimatica S-galactosidasa
in vitro. Las barras de error representan la desviacion estandar.
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Una diferencia destacable entre las dos cepas silvestres es que la cepa DK1622
tan, pese a presentar un patron en el tiempo similar al de la cepa DK1622, muestra
un nivel de sefial C mayor, especialmente transcurridas las 96 h del desarrollo. Estos
niveles elevados de transmision de la senal C puede explicar la elevada producciéon
de esporas que detectdbamos en esta misma cepa (ver seccion 6.3).

El motivo por el cual en la cepa DK1622 tan se transmite mejor esta senal nos
es, sin embargo, desconocido. Todos los estudios de cambio de fase llevados a cabo
en M. zanthus apuntan a que las células en fase tan estan destinadas a transformarse
en las esporas durante el ciclo de desarrollo (Laue y Gill, 1995; Dahl et al., 2011).
Teniendo esto en cuenta es posible que las células tan sean altamente receptivas a
la senal C, que es la responsable de inducir la esporulacién, y que para ello posean
gran cantidad de receptores para esta senal.

Pese a los numerosos estudios que se han llevado a cabo hasta el momento, el
mecanismo de recepcion de la senal C continta siendo desconocido. La hipotesis
de que las variedades tan contienen mas capacidad receptora de esta senal puede
apuntar hacia un nuevo camino para la bisqueda de este receptor. Las células tan
son minoritarias en las poblaciones silvestres de M. zanthus y generalmente se evita
trabajar con cepas que presentan este fenotipo (Hodgkin y Kaiser, 1979). Este puede
ser el motivo por el que atn no se ha encontrado un receptor.

10.3. Transmisién de las senales A y C en los mutantes
de las quinasas

Como se ha visto previamente, todos los mutantes realizados, desde los indivi-
duales hasta el mutante 6ctuple, ven su fenotipo afectado en mayor o menor medida
durante el desarrollo, mostrando mas retraso que la cepa silvestre y muchas veces
seguido de una mayor esporulaciéon. Para ver en qué punto estas mutaciones estén
afectando al desarrollo, monitorizamos los mismos marcadores del desarrollo que
previamente medimos en las cepas silvestres.

Para realizar este andlisis, de entre todos los mutantes se escogieron los cuatro
mutantes individuales A1233, A1234, A2176y A2177,y el mutante Adctuple. Se de-
cidi6 trabajar con mutantes individuales para poder evaluar los efectos de la delecion
de un unico gen, y se eligieron estos cuatro por ser representantes de dos parejas de
quinasas interesantes: los mutantes de la pareja MXAN 1233-MXAN 1234 fueron
los Anicos que presentaron un fenotipo yellow y podrian ser comparados con la cepa
silvestre original de M. zanthus, mientras que la pareja MXAN 2176-MXAN 2177
presenté la peculiaridad de tener una pseudoquinasa modificada en su extremo car-
boxilo, y ademés serviria para evaluar la trasmisién de senales del desarrollo en un
mutante de fenotipo tan. El mutante Adctuple se escogio para evaluar el efecto global
de la delecion de las cuatro parejas en la transmision de las senales del desarrollo.

Los mismos plasmidos pKY-spi-lacZ y pKY-fmgE-lacZ, portadores de las fu-
siones en los genes marcadores del desarrollo, fueron introducidos en los mutan-
tes mencionados. Asi, se consiguieron las cepas A1233-spi-lacZ, A123}-spi-lacZ,
A2176-spi-lacZ, A2177-spi-lacZ y Adctuple-spi-lacZ por un lado, y por otro lado
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Figura 10.4: Comprobacién de la correcta insercién de los plasmidos pKY-spi-lacZ y pKY-
fmgE lacZ en las cepas mutantes. Se esperaba un fragmento de PCR de 0,93 Kpb para las
cepas portadoras del plasmido pKY-spi-lacZ (senal A) y un fragmento de PCR de 0,9 Kpb
para las cepas portadoras del plasmido pKY-fmgFE lacZ. A) Comprobacién de la insercion
del plasmido en fmgE (sefial C) en los mutantes A1233 (calle 2) y A12384 (calle 3). B)
Comprobacion de la insercion del plasmido en fmgE (senial C) en los mutantes A2176 (calle
2) y A2177. C) Comprobacion de la insercion del plasmido en spi (senal A) en los mutantes
A1233 (calle 2) y A1234 (calle 3), A2176 (calle 4) y A2177 (calle 5). D) Comprobacién
de la insercion de los plasmidos en el mutante Adctuple: calle 1, insercion en spi; calle 3,
insercién en fmgkFE.

las cepas A1233-fmgE-lacZ, A1234-fmgE-lacZ, A2176-fmgE-lacZ, A2177-fmgE-lacZ
vy Adctuple-fmgE-lacZ. La insercion correcta de los plasmidos en el cromosoma de
cada cepa se comprobé también mediante PCR (figura 10.4). A continuacion, la ex-
presion de los genes marcadores fue medida de forma cuantitativa (ver figura 10.5).
Se ha comparado graficamente cada una de las cepas mutantes individuales con su
cepa control correspondiente yellow o tan, de acuerdo al fenotipo descrito en el ca-
pitulo 6.4. En el caso del mutante Adctuple se ha representado junto a las dos cepas
control.

En primer lugar comenzaremos exponiendo lo observado en la transmision de la
senal A (figura 10.5, graficas A, C y E). En los mutantes A1233y A 128/ observamos
una transmision de esta sefial muy por debajo del silvestre DK1622 yellow. Era
lo esperado después de observar el retraso de estos dos mutantes en el fenotipo.
Transcurridas 48 h la transmisién de la senal A en el mutante A1233 se recupera,
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Figura 10.5: Expresion cuantitativa de los genes marcadores del desarrollo spi y fmgE en
los mutantes. Como controles aparecen las cepas silvestres DK1622 (negro) y DK1622 tan
(gris). A) Transmision de la senal A en A1233 y A123/, en comparaciéon con el control
DK1622. B) Transmision de la sefial C en A1233 y A123/ en comparacion con el silvestre
DK1622. C) Transmision de la sefial A en A2176 y A2177, en comparacion con el control
DK1622 tan. D) Transmision de la senal C en A2176'y A2177, en comparacion con el control
DK1622 tan. E) Transmision de la sefial A en el mutante Adctuple, en comparacion con los
silvestres DK1622 y DK1622 tan. F) Transmision de la sefial C en el mutante Adctuple, en
comparacion con los silvestres DK1622 y DK1622 tan. Las barras de error representan la
desviacion estandar.
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pero sin alcanzar los niveles del silvestre. El mutante A 123/ mantiene una muy baja
transmision durante todo el desarrollo. En los mutantes A2176 y A2177 observamos
una transmision de la senal A simultanea a la de la cepas control DK1622 y DK1622
tan. En el mutante A2177los niveles de expresion se muestran por debajo de la cepa
control DK1622 tan. El mutante Adctuple presenta también una transmision de la
senal A similar a la de las cepas control, si bien se detecta un ligero aumento en los
niveles de expresion del gen spi respecto a los dos controles.

Observemos ahora la transmision de la senal C (figura 10.5, graficas B, D y F,
en la columna derecha), que es la desencadenante de la agregacion y la esporulacion
durante el desarrollo. Los mutantes A1233 y A123/ presentan una transmisiéon de la
senal menor que la del silvestre DK1622. En el caso del mutante A 128/ la transmision
es practicamente indetectable. Los niveles de transmisién concuerdan con los niveles
de esporulacion vistos en estos mutantes (figura 6.16), puesto que el mutante A1233
presentaba una esporulacion del 64 % y el mutante A 123/ apenas un 8 % respecto al
silvestre amarillo. En los mutantes A2176 y A2177, ambos de morfotipo tan, la senal
C esigual de elevada que en el control DK1622 tan. Ademés, en los mutantes existe un
adelanto en la trasmisiéon de unas 12 h. Esto contrasta con el retraso que mostraban
en la fructificacion (figuras 6.14 y 6.15). Sin embargo, concuerda con los elevados
niveles de esporulacion detectados (figura 6.16). En el mutante Adctuple observamos
un retraso en la transmision de la senal C, de unas 12 h, seguido de un incremento
en los niveles de transmisiéon que superan a los de ambas cepas silvestres. También
se corresponden los datos con los datos encontrados al analizar la esporulacion del
mutante (figura 8.8), en los que vimos como el mutante, a pesar de la 6ctuple delecion,
produjo mas esporas que ambas cepas control.

En resumen, de nuevo observamos patrones diferentes segtin los mutantes, indi-
cando que los papeles de estas quinasas y pseudoquinasas en los procesos fisioldgicos
en los que participan no son idénticos, pese a ser codificadas por genes parilogos.

Los datos obtenidos muestran que los mutantes A1233y A 1234 tienen defectos en
la transmision de las senales A y C, por lo que esta pareja de quinasa-pseudoquinasa
parece que es necesaria en etapas tempranas del desarrollo.

Por otro lado, los mutantes A2176 y A2177 presentan un ligero adelanto en la
transmision de la senal C, por lo que el papel de esta pareja de quinasa-pseudoquinasa
podria residir en una regulacién negativa o inhibidora de la transmisién de la senal C.

Finalmente, al eliminar las cuatro parejas de quinasa-pseudoquinasa, la transmi-
sion de la senal A no se ve muy afectada. Sin embargo, la transmision de la senal C
se retrasa y después incrementa hasta niveles superiores a los de la cepa silvestre.
Todo parece indicar que estas quinasas, en su conjunto, de forma directa o indirecta
a través de la regulacion del cambio de fase, intervienen en correcta regulacion de la
transmision de la senial C.
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Capitulo 11

Analisis de interacciones
proteina-proteina mediante un

sistema de doble hibrido
bacteriano

Para dilucidar el papel de estos genes en la fisiologia de M. zanthus, otra estrategia
a seguir fue estudiar la ruta de transduccion de seniales en la que estas quinasas
intervienen.

Las quinasas funcionan como interruptores moleculares de las rutas de transduc-
cion de senales, fosforilando otras proteinas para activar o desactivar su funciéon. En
estas cascadas de fosforilacién, interaccionan fisicamente con otras proteinas para
fosforirarlas, o bien interaccionan alostéricamente como en el caso de las pseudoqui-
nasas.

Estas parejas se conservan tanto en M. zanthus como en otras especies de mixo-
bacterias, siguiendo el mismo orden, conservindose la microsintenia. Esto nos llevd
a deducir que estas proteinas funcionan conjuntamente y van a coexistir en algiun
momento del ciclo de vida de M. zanthus.

Para probar la hipétesis de que la quinasa y la pseudoquinasa de una misma
pareja interaccionan y participan en la misma ruta de transducciéon de senales, el
primer paso que se tomoé fue la busqueda de interacciones proteina-proteina, tanto
homooligomeéricas (quinasa-quinasa y pseudoquinasa-pseudoquinasa), como heteroo-
ligomeéricas (quinasa-pseudoquinasa).

11.1. Prediccién bioinformatica de interacciones proteina-
proteina con la base de datos STRING

Los estudios de interaccién entre proteinas se iniciaron con la pareja de quinasa-
pseudoquinasa MXAN 1233-MXAN 1234. Dicha pareja se escogié como un ejemplo
representante del resto de parejas al igual que se hizo en la seccién 4.5, pues a nivel
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Figura 11.1: Prediccién interacciones proteina-proteina més probables para las quinasas
MXAN_1233 (A) y MXAN_1234 (B). Las asociaciones han sido predichas en funcion del
contexto genético, y la coocurrencia de genes en otras bacterias. El grosor de la linea es
proporcional al grado de asociacion, que esté representado por un valor de confianza S. Sélo
se muestran las interacciones cuyo valor de confianza es elevado (S>0.9).

de secuencia proteica todas las parejas son muy similares (a excepcion el extremo
carboxilo de la pseudoquinasa MXAN 2177).

Para encontrar las primeras evidencias que apoyaran nuestra hipotesis de forma
bioinformatica, se utilizé la base de datos STRING de prediccion de interacciones
proteina-proteina. Esta base de datos crea redes de interacciones de una proteina
problema a partir de su contexto genético, coocurrencia de genes en otras especies,
y evidencias experimentales cuando éstas existen.

La figura 11.1 muestra las interacciones predichas por la base de datos STRING
para la pareja MXAN 1233 y MXAN 1234. Introduciendo como proteina problema
MXAN 1233 la base de datos propone, entre las posibles proteinas interactuantes,
la quinasa MXAN 1234, Ademaés, observamos que se predice una interaccién con
la proteina hipotética MXAN 1232 situada aguas arriba, y que posee un paralogo
(MXAN 3181) en otra de las 4 parejas de quinasas de M. zanthus que se estudian
en esta tesis. Cabe destacar que el resto de interacciones predichas se producen con
otras Ser/Thr quinasas de M. zanthus, lo cual es plausible, puesto que las quinasas
suelen formar cascadas de reaccién donde unas quinasas activan a otras.

De forma reciproca, tomando como proteina problema MXAN 1234, también ob-
tenemos una interaccion predicha con la proteina MXAN 1233. El resto de proteinas
que tedricamente podrian interactuar con la pseudoquinasa también pertenecen a la
familia de las Ser/Thr quinasas.
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11.2. Ensayo de interaccién proteina-proteina mediante
un sistema de doble hibrido bacteriano

Para obtener evidencias experimentales de las interacciones proteina-proteina en-
tre la pareja MXAN 1233-MXAN 1234 hemos utilizado el sistema de doble hibrido
bacteriano (DHB) BACTH (Battesti y Bouveret, 2012). Los sistemas de doble hibri-
do permiten descubrir y estudiar interacciones proteina-proteina in vivo.

11.2.1. Sistema de doble hibrido bacteriano BACTH

El sistema BACTH (Bacterial Adenilate Ciclase Two-Hybrid) utilizado en este
trabajo se basa en las propiedades de la adenilato ciclasa de Bordetella pertusis.
Esta enzima consta de dos subunidades, denominadas T25 y T18, que necesitan
estar en contacto fisico para transformar el ATP en AMPc, y no son activas por
separado (figura 11.2, apartados A y B). Al fusionar dos proteinas que interaccionan
a cada una de las subunidades de la adenilato ciclasa, la actividad enziméatica se
reconstituye y se produce AMPc. El AMPc¢ producido se unird a la proteina CAP
(proteina activadora por catabolito) y se activara la transcripcion los operones lac
y mal, que actuardn como genes reporteros. Asi, utilizando una cepa de E. coli
carente de actividad adenilato ciclasa (cyaA-) como hospedadora, podemos revelar
interacciones proteicas fusionando nuestras proteinas problema a las subunidades
T25 y T18 de la adenilato ciclasa.

11.2.2. Construccion de los plasmidos

Para este trabajo se construyeron plasmidos que nos permitian probar todas las
combinaciones posibles de interacciones. Asi, la quinasa MXAN 1233 fue fusionada
tanto a T25 como a T18 por su extremo amino (figura 11.3, A), ya que al predecir-
se una proteina transmembrana (apartado 4.4.2) era necesario asegurar que ambas
subunidades de la adenilato ciclasa permanecieran en el lado citoplasmatico de la
célula. Por el contrario, MXAN 1234, al ser predeciblemente una proteina soluble,
fue fusionada a T18 y a T25 tanto por su extremo amino como por su extremo car-
boxilo (figura 11.3, B). Los cebadores utilizados para la amplificaciéon y clonacion en
los vectores aparecen en la seccion 2.4. Todos los fragmentos de PCR fueron clonados
en la misma pauta de lectura que T18 y T25, utilizando las enzimas BamHl y Kpnl.
La correcta insercién y pauta de lectura fueron comprobadas mediante secuenciacién
de los plasmidos.

11.2.3. Ensayo de las interacciones proteina-proteina

Para la evaluacién cualitativa de las interacciones, asi como para la medida cuan-
titativa de la actividad (-galactosidasa, se siguié un protocolo modificado de Bat-
testi y Bouveret (2012) (ver 3.5). Las combinaciones posibles de plasmidos fueron
cotransformadas en la cepa de E. colt BTH101, mutante para la adenilato ciclasa.
En la tabla 11.1 aparecen las parejas de plasmidos transformadas y las interacciones
que se testaron con cada una.
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Figura 11.2: Esquema del sistema de doble hibrido bacteriano BACTH. La adenilato ciclasa
de B. pertusis requiere que sus dos subunidades T25 (gris) y T18 (blanco) se encuentren en
contacto para sintetizar AMPc. Cuando una cepa de E. coli cyaA- es contransfromada con
los plasmidos que expresan las subunidades T25 y T18 fusionadas a sendas proteinas X e
Y que interaccionan entre si, la adenilato ciclasa se reconstituye, recuperandose la sintesis
de AMPc. La presencia de AMPc en la célula provoca la union de la proteina activadora
del catabolismo (CAP) a la region promotora del operén lac y/o mal de E. coli, y activa la
expresion de los genes reporteros. Adaptado de Battesti y Bouveret (2012).
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Figura 11.3: Plasmidos construidos para el ensayo del DHB, portadores de las proteinas
de fusion con MXAN_ 1233 (A) y MXAN_ 1234 (B).

Para el estudio cualitativo, se inocularon gotas de las cepas cotransformantes a
partir de un cultivo liquido crecido en LB, en medio agar MacConkey. Estas placas
se incubaron durante 48 h a 30 °C, aunque las interacciones positivas ya fueron
visibles a las 24 h, momento en el que se tomaron las fotografias (figura 11.4). Como
se observa en dicha figura, las cepas que presentaban una interaccién positiva clara
fueron las contransformadas con las parejas de vectores pUT18-1234 /pKT25-1234 y
pUT18C-1234/pKNT25-1234. La cepa que contenia la pareja pUT18C-1234 /pKT25-
1234 presentaba también aspecto positivo, aunque con una interaccién mas débil.

Los valores de actividad obtenidos en el ensayo cuantitativo se representan en
la figura 11.5. En ella se observa que, mientas el control positivo presenta niveles
alrededor de 3.500 unidades (nmol ONPG /mg-min), el control negativo, es decir, los
pléasmidos sin inserto, s6lo presentan alrededor de 60 unidades.

La interaccion del homodimero MXAN 1233-MXAN 1233 ( figura 11.5, apar-
tado A) presenté una actividad de 59,2 unidades, similar al control negativo, por
lo que se considera que no se ha detectado interacciéon de la quinasa MXAN 1233
consigo misma.

Por otro lado, al testar la interaccién de la pseudoquinasa MXAN 1234 con-
sigo misma, hubo ciertas combinaciones que mostraron una actividad significati-
vamente mayor que el control negativo. Concretamente, las combinaciones pUT18-
1234 /pKT25-1234 y pUT18C-1234 /pKNT25-1234 (marcados como 1234 18-25 y 1234
18C-25N respectivamente en la figura 11.5) mostraron actividades de 196 y 609 uni-
dades respectivamente. Este resultado coincidié con lo observado en el ensayo cuali-
tativo (figura 11.4). Sin embargo, la combinacion pUT18C-1234/pKT25-1234 que en
dicho ensayo cualitativo mostr6 una senal positiva, no mostré una senial mayor que el
control negativo en el recuento cualitativo (51,7 unidades de la interaccion, frente a
59,2 unidades del control negativo). Asi pues, consideramos este resultado negativo,
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Tabla 11.1: Combinaciones de plasmidos cotransformadas y ensayadas.

pKT18C-1233

pKT18-1234

pKT18C-1234

Figura 11.4: Ensayo cualitativo de la interaccién proteina-proteina entre MXAN 1233 y
MXAN 1234. Las cepas de E. coli BTH101 cotransformadas con dos plasmidos contenien-
do proteinas de fusién candidatas a interaccionar, fueron inoculadas en agar-MacConkey e
incubadas durante 48 h a 30 °C. Las interacciones positivas aparecen como colonias rosas,
mientras que las negativas presentan un aspecto incoloro. Como control positivo se utilizo
una cepa que coexpresaba T25 y T18 fusionadas a dominios de cremallera de leucina (Zip,
C+); como control negativo (C-) se utilizaron los plasmidos pKT25 y pUT18 sin inserto.
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Figura 11.5: Ensayo cuantitativo de la interaccion proteina-proteina entre MXAN 1233
y MXAN 1234. El nivel de la interacciéon se representa como nmol ONPG/mg-min. A)
Interaccion del homodimero MXAN 1233-MXAN 1233, en la que ninguna de las combina-
ciones fue positiva. B) Interaccion del homodimero MXAN 1234-MXAN 1234, en la que
las interacciones positivas estan sefialadas con estrellas.CB) Interaccion del heterodimero
MXAN 1233-MXAN 1234, en la que ninguna de las combinaciones resulté positiva. Las
barras de error representan la desviacién estandar.
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ya que se ha descrito que ocasionalmente la cepa deFE. colt BTH101 donde se ha
testado la interaccion puede generar mutantes lac+ y mal+ y dar falsos positivos
con una tasa de 1078 y 107 respectivamente (Karimova et al., 1998).

Finalmente, no se detect6 interaccién quinasa-pseudoquinasa mediante este méto-
do, puesto que ninguna combinacién de todas las posibles mostr6 niveles de actividad
p-galactosidasa significativamente mayores que los del control negativo (figura 11.5).

Esto nos permite concluir que la pseudoquinasa presenta interacciéon consigo mis-
ma. Ademds, segin las combinaciones de vectores que han mostrado interaccién,
podemos saber que las moléculas interaccionan con una orientaciéon cabeza-cola, es
decir, el extremo amino de una con el extremo carboxilo de la otra, puesto que estas
orientaciones son las que nos han mostrado unos resultados positivos tanto en el
ensayo cualitativo como en el cuantitativo.

No fue asi en el caso del ensayo MXAN 1233-MXAN 1233, en el que no se
detectd que la quinasa transmembrana formase homodimeros. Muchas de las Ser/Thr
quinasas descritas, tanto eucariotas como procariotas, funcionan de forma dimérica,
pero también es cierto que algunas de ellas necesitan la unién a un ligando para
desencadenar la dimerizacion (Pereira et al., 2011; Zorba et al., 2014; Burgess y
Bayliss, 2015). Por tanto, es posible que en el ensayo del DHB no se hayan dado las
condiciones necesarias para desencadenar la formaciéon de dimeros.

Por otro lado, la ausencia de interaccién entre MXAN 1233 y MXAN 1234
no descarta que la quinasa pueda fosforilar a la pseudoquinasa. Las interacciones
enzima-sustrato son muy dindmicas y poco duraderas en el tiempo, y pueden ser
dificiles de detectar con éste método. Sin embargo, la pseudoquinasa probablemente
carezca de actividad enzimadtica y regule su funciéon mediante mecanismos alostéricos.
Este tipo de interacciones son més estables y, por tanto, més faciles de detectar.

En resumen, el analisis por DHB ha permitido concluir que no existe interacciéon
detectable con este método en el caso de formarse homooligbmeros de la quinasa
(MXAN _1233) ni tampoco en el caso de la formacion de heterooligbmeros quinasa-
pseudoquinasa (MXAN 1233/MXAN _1234). Sin embargo, si se ha descubierto in-
teraccion de la pseudoquinasa consigo misma, formando homooligomeros.
Ademas, por la informacion que nos aportan las distintas combinaciones de vectores
utilizados, probablemente exista una dimerizacién cabeza-cola de la pseudoquinasa
MXAN 1234. En la figura 11.6 se representa esqueméaticamente la localizacién sub-
celular de la quinasa MXAN 1233 y la pseudoquinasa MXAN 1234, y sus posibles
modos de interaccionar.
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MXAN_1233 Periplasma

MXAN_1234

Citoplasma

Figura 11.6: Esquema de la localizacion subcelular e interacciones proteicas entre
MXAN 1233 y MXAN 1234. La quinasa MXAN 1233 posee un dominio extracitoplas-
matico que actuaria como dominio sensor, y un dominio quinasa que podria fosforilar a la
pseudoquinasa. Por su parte, la pseudoquinasa ha mostrado interaccionar, formando dime-
ros, con una orientacién cabeza-cola.
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Conclusiones/ Conclusions

1. El anélisis de genoma de M. zanthus ha permitido determinar que existen cua-
tro copias paralogas de genes emparejados que codifican Ser/Thr quinasas, que
ademés aparecen en otras mixobacterias del suborden Cystobacterineae, y que
conservan la microsintenia en el entorno génico. Generalmente, los genes codi-
ficantes de estas parejas de quinasas aparecen junto a un gen con un dominio
DUF:2381 que so6lo ha sido identificado en mixobacterias.

The analysis of the genome of M. xanthus allowed to determine that there are
four paralogous pairs of genes encoding Ser/Thr kinases, that are conserved in
other myzobacteria in the suborder Cystobacterineae and maintain microsyn-
teny in their genetic neighbourhood. Generally, the genes encoding these pairs
of kinases are accompanied by a gene that encodes a domain DUF:2381 that
has been identified only in myzobacteria.

2. El analisis bioinformatico revel6 que la primera quinasa de cada pareja es una
proteina transmembrana con un dominio quinasa funcional citoplasmético y
un dominio globular periplasmico. La segunda quinasa de la pareja se ha cla-
sificado como una proteina soluble en el citoplasma y ha sido catalogada como
una pseudoquinasa por carecer del residuo de acido aspéartico del motivo con-
servado HRD, clave para la actividad catalitica.

Bioinformatic analysis revealed that the first kinase in the pair is a transmem-
brane protein with a catalytically active cytoplasmic domain and a periplasmic
globular domain. The second kinase in the pair was classified as a cytoplasmic
soluble protein and has been catalogued as a pseudokinase, since the catalytic
aspartate residue is missing in the conserved HRD motif.

3. Las Ser/Thr quinasas y pseudoquinasas estan implicadas, ya sea directa o indi-
rectamente, en el proceso de variacion de fases de M. zanthus, pues la mayoria
de los mutantes de delecién, tanto individuales, como multiples, como éctuple,
mostraron enjambres con morfotipo tan.

The kinases and pseudokinases are 1nvolved either directly or indirectly in the
process of phase variation of M. xanthus, since the majority of the individual



deletion mutants, as well as most of the multiple deletion mutants, including
the octuple mutant, showed swarms with a tan morphotype.

. Los mutantes de delecién con fenotipo yellow presentan un desarrollo simul-
taneo al de la cepa silvestre DK1622, pero son defectuosos en la formacién de
cuerpos fructiferos maduros y mixosporas viables. Por el contrario, los mutantes
de delecién con fenotipo tan presentan retraso durante el desarrollo, exhibiendo
finalmente un incremento en la eficiencia de formaciéon de mixosporas viables.

The deletion mutants with a yellow phenotype present simultaneous develop-
ment with the wild type strain DK1622, but are defective in the formation of
mature fruiting bodies and viable myzxospores. In contrast, deletion mutants with
a tan phenotype exhibit a delay in development, eventually exhibiting increased
efficiency in the formation of viable myzospores.

. El gen MXAN 2177 muestra una duplicacién en tandem en la secuencia de
ADN que confiere a la proteina un extremo carboxilo diferente al del resto de
pseudoquinasas. Esta pseudoquinasa pertenece a la pareja de quinasa pseu-
doquinasa MXAN 2176-MXAN 2177, que por si sola favorece la reversion a
morfotipo yellow e inhibe la correcta maduracion de las mixosporas.

The gene MXAN_ 2177 shows a tandem duplication in the DNA sequence
that confers to the protein a carbozyl-terminus different from that of the rest
of pseudokinases. This pseudokinase belongs to the kinase-pseudokinase pair
MXAN_2176-MXAN _ 2177, which by itself promotes reversion to yellow morp-
hotype and inhibits correct myrospore maturation.

. Las parejas de quinasa-pseudoquinasa contribuyen a regular negativamente la
transmision de la senal C durante el ciclo de desarrollo, pues la deleciéon de las
cuatro parejas en la cepa mutante 6ctuple provoca un incremento en la trans-
misién de dicha senal.

The pairs of kinase-pseudokinase contribute to negatively regulate C-signal trans
mission during development cycle, since the deletion of the four pairs of kinases
in the octuple mutant strain causes an increased transmission of that signal.

. La pseudoquinasa MXAN 1234 muestra una interaccion proteina-proteina con-
sigo misma, formando homooligbmeros con una orientacién cabeza-cola. Sin
embargo, segin los resultados del ensayo de doble hibrido bacteriano, no se
detectan homooligémeros de la quinasa MXAN 1233 ni heterooligémeros de
la quinasa MXAN 1233 con la pseudoquinasa MXAN 1234 .

The pseudokinase MXAN 1234 shows protein-protein interaction with itself,
forming homooligomers with a head-to-tail orientation. However, according to
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the results of the bacterial two-hybrid assay, there is no perceptible protein-
protein interaction in the kinase MXAN 1233 with itself, neither between the
kinase MXAN 1238 and the pseudokinase MXAN 123}, .
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CTA

AAG

TAC

Cccc

CTC

GAC

TCG

TCT

CTG

AGT

TGA

CGC

GTT

GTC

GAC

CCG

GAC

TGG

GTT

CAG

CGA

GGG

GGC
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ATG

CGG

TGC

CGG

CGT

TGG

TTC

TTG

AGC

GAC

GCG

TTG

ATG

GTT

CGG

CCG

CGC

GCT

GAG

CCG

GGC

TCC

GCG

AAC

GAG

GCG

ACG

GGG

ACC

GAC

AAA

TGT

CGC

AAG

CTG

AAG

GAT

GAG

TCC

CTT

GCC

TCC

CTC

CTT

CCA

ACG

GTG

CTT

CTC

CTT

TAT

CTT

AAG

CTG

GCA

TTT

TAC

ACC

CCG

TGC

CTG

GAA

CCT

CTC

GGG

ACG

GCG

CTC

ATG

ATT

GGA

AAG

CGG

GGA

GCC

ATT

TCC

AGC

CGT

GCC

GAC

CCT

ATC

GGC

CAG

GTG

ATC

GCG

TCG

ACT

CAA

ACT

TCG

AAC

TTG

GAG

TAC

GAA

TCC

AAC

TAC

GCG

TTC

CCC

CCT

CTG

GAA

CGG

TCG

GCG

CAG

ACT

GCC

GGA

CTC

TTG

GGA

GCG

CTT

TCT

TGG

GCC

GTT

TCG

CCG

CAA

CGA

GCG

TCG

CTC

CCA

CCA

CTT

ACC

GCC

GTT

CGC

GTT

TTT

GGG

CGC

TCG

GAG

GCG

GCG

CTG

TTG

GAA

GTT

CCG

CGT

CGT

CTG

TTG

ACG

ACC

GTC

CCT

CCG

CCG

GCG

CCG

TTT

CAC

GCC

CAG

GAG

CTT

ATT

GCC

CAG

GCG

ACG

GCG

GAA

GCC

GAG

CGT

GTG

GTT

GCT

AAG

TCA

GCA

CCC

GCA

CGG

CTC

GGG

CGT

TCG

CGG

GAA

TTC

GAC

GAG

TTG

CCG

TAT

CCG

TCT

GCC

GGT

ATG

GAA

CGC

CTC

CCT

GTC

GAT

CTC

AAT

AAA

TAC

AAG

GAG

ACA

GAG

GTT

AAC

GCA

TCG

CCG

GGT

GGG

GTG

TCA

GGT

GGG

GCG

GGA

GTC

TCG

CTC

GTC

CAC

ATG

AGC

CTG

TGG

ATT

CAA

GTG

AGG

AGC

GAT

CGG

AGC

TCG

CCA

TCA

AGA

GCA

ACG

TAC

AGT

CTG

TAT

CccC

CAC

GAT

ACG

CTC

TTC

GCG

CGT

CGC

GCG

CAG

GAG

TTC

CGC

CCA

ACC

ACG

GGT

ACC

CTC

GGG

GAC

CTC

ACG

GGC

GGA

GAT

CGG

GCC

CGA

GTT

CCT

GAG

GTG

AGG

TTG

CCG

AGC

GTG

AAG

TGC

ATC

GTC

GAC

CAT

GCG

GTT

CGT

GAG

TGG

GAG

GTC

GTT

CCG

GTC

TAC

ATG

TGG

CTC

CAG

CCccC

AAG

GCC

ccc

GAC

GAG

GAC

CCG

CTT

CAG

GGT

CCG

GGC

CAC

GGG

ACG

GAA

GAC

CTA

CCC

GGA

AGC

ATC

CCG

ACG

GCC

AGT

GGA

AAG

AAG

AAC

GAG

GAG

GTC

GTC

TTG

AAG

GCG

CTC

GCG

ACT

TCC

GAA

CTC

CGA

CCT

CCC

CCT

GCT

GCC

TGG

CAC

CAG

ATC

TAC

GTT

CTG

ATC

CCG

GCC

ATG

AAC

CTG

GAG

CCG

GTT

GCG

GGG

CCA

ATG

CCG

GCT

CAG

AGT

GGT

ACT

GTC

GTA

TTG

CAT

ATC

CCG

GAA

CTC

AGC

AAC

GCG

GTG

GCC

GCG

GAA

CAT

ACG

TCA

GCC

ATT

GTT

CTC

CAC

AAG

GAT

CAT

CGG

GAC

GGA

CAG

TAT

ACC

GAC

TTG

CAT

AAC

GGC

CccC

TCC

CTG

CCT

GAC

CGA

GTT

AGA

GCA

CAC

GGG

GTC

GAT

TTT

ACT

CGA

GAG

GTC

CTC

CGC

CCG

CCG

TTG

ACG

GCG

ACG

GAG

TGC

CCT
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GAA

GTG

TTC

GCG

GGC

GAC

GTG

GCG

AAT

ACT

GTC

CGC

GAG

AAG

TTC

CAG

GCG

GCC

TCT

CGC

GCG

ACT

AGT

GGG

CCT

GAG

CCG

TAC

TGC

TTC

GCG

CccC

GGG

GTT

AAC

CCG

GCG

GAG

GGA

CCT

TGC

TTA

GCT

CTC

GTG

ACG

GCG

TTC

GGT

GGT

ACC

ATG

CGC

CTG

GTC

GGC

GCG

TTG

GGG

TTC

GTC

GTC

GGC

GAG

GAT

GTC

TAC

ATC

GAG

TAC

GAG

GCC

GTT

GGC

CGC

TCG

GTC

GTG

CGC

CCA

AAG

TAC

CCT

GTA

ATG

CAT

AAG

GCA

GAT

TCC

GAC

CAG

GAG

GGC

TAC

CGT

AAG

CGT

GAG

ACG

GTT

TTC

GTG

GGG

TGG

GAT

GAC

CCA

CTT

AAG

TAC

Cccc

CTC

GCC

TCA

TCC

CTC

GAA

TGA

CGC

TAC

GCC

GAT

CCT

GAT

TGG

GTT

CAA

CGA

GGG

GGC

AAG

TGG

AGG

ATG

CAG

AGG
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ATG

AAA

AGC

AGG

CGC

TGG

TTC

TTG

AGC

GAC

GCG

CTG

ATA

GTG

CGC

CCA

AGC

GCT

CAG

CCG

GGC

GCC

GCG

AAG

GAG

GCG

ACG

GGG

ACG

GAC

AAG

TGT

CGT

AAG

CTG

TTG

GCG

GAA

TCT

CTT

GCC

CCA

CTC

CCT

CCG

ACG

GTG

ATT

CTC

CTC

TAT

CTA

AAG

CTA

GCG

TTT

TAC

ACA

CCC

AGC

CTG

GAG

CCT

CTC

CGA

GTA

GAG

ACC

ATG

ATT

GGG

AAG

CGG

GGG

GCG

CTC

TCC

AAC

CGC

GCA

GAC

CCA

ATC

GGC

CAG

GGG

ATC

GAG

TCG

ACT

CAA

ACG

TCG

AAT

CTG

GAG

TAC

GAG

TGC

AAC

TAC

GCG

TTT

CCC

CCC

CTG

GAA

AGG

GGG

GCG

CCG

GCC

GCC

GGA

CTC

CTA

GGT

GCT

CTT

TCC

TGG

TCT

GTT

TCA

CCT

CGT

CGC

GCG

TCG

CTC

CAG

CCT

CTT

CAG

GCC

GCT

CGC

GTC

TTT

GGT

CGT

TCG

GAG

GCG

GCA

CTG

TTG

GAG

GTC

CCG

CGT

CGG

CTG

GGG

ACG

GTC

GTT

CCT

CCG

CCG

GCG

CCG

TTT

CAC

GCA

CAT

GAG

CTG

ATT

GCC

CAA

GCG

ACC

GCG

GAG

GCC

GGA

CAT

ATG

GCC

GCT

AAG

TCG

GCG

CGT

GCC

CGG

CTT

GGG

CGG

TCA

CGA

GAA

TTC

GAC

GAG

TTG

CCT

TAT

ACA

ACC

GCC

AGT

ATG

GAA

GGC

CTC

GCC

GTC

GAT

TTA

AAT

TAC

AAG

GAG

GAG

ATT

AAC

GCA

TCG

TCG

GTC

GGG

GCG

TCA

GGT

GGG

GCG

GGG

GTT

TCA

CTC

GTC

CAC

ATG

AGC

CTT

TGG

ATC

CAA

GGA

AAG

AGC

GAA

CGG

AGC

CCA

CCA

TCA

AGG

GCA

ATG

TTC

AGC

CTG

TAT

CCA

CAC

GAT

ACG

CTC

TTC

GCG

CGC

CGC

GCG

CAG

GGA

TTC

CCT

CCT

ACC

ACG

GGC

TTC

CTC

GGG

GGC

CTC

ACG

AGT

GGA

GAT

CGG

GCG

CGC

GTG

CcccC

GAG

CAG

TGG

TGG

CCT

AGC

GTG

AAG

TGC

GTT

GTT

GAC

CAT

GCG

GTG

CGC

GAG

GCT

GAG

GTC

TTT

CCG

GTC

TAC

ACG

CGC

CTC

CCC

CCT

AAG

GCC

ccc

GAT

GAG

GAC

CCG

CTT

CGG

GGC

CCA

GGC

CAC

GGA

TCG

GAA

GAT

CTG

CCC

GGG

AGC

AGT

CCG

ACG

ACC

GGG

GGC

AAG

AAG

AAC

GAG

GAG

GTC

ATC

TTG

AAG

GCG

CTC

GCG

ACC

TCC

GCA

CTC

CGG

TCC

CCT

ACT

GCT

GCT

TGG

AAC

CAA

ATC

TAC

GTC

CTG

ATC

CCcC

GCA

ATG

AAC

TTA

GAG

CCG

GTT

GTG

GGG

CCA

GTG

CCG

GTT

CAG

CGC

GGC

ACT

GTC

ATT

TTG

CAT

ATC

CCG

GAG

CTC

AGT

AAT

GCG

GTG

GCG

GGG

GAA

CAT

CTG

TCA

GCC

ATT

GTC

CGC

CAT

AAG

GAT

CAG

CGG

GAC

GGC

CAC

TAT

ACG

GAC

CTA

CAT

AAC

GGC

CCG

TCC

CTG

CccC

GAC

CGG

ATT

AGG

GCA

CAT

GGT

GTT

GAT

TTT

ACG

CGC

GAG

GTC

CTC

CGT

CCA

TCA

CTC

CCG

GCG

ACG

AAG

TGC

ccc
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GAG

ATT

TTC

GCA

GGG

GAC

GTG

TCG

AAC

ACC

GTC

CGC

GAA

AAG

TTC

GAG

GCA

GCG

TCG

CGC

GCG

ACC

CCA

GGG

CCG

GAG

Cccc

TTC

TGC

TTC

GCT

CccC

GGG

GTC

AAC

CCG

CGC

GAC

GGG

CCT

TGC

ACC

TCT

CTC

GTG

ACA

GCG

TTC

GGA

GGT

ACT

GTG

ATC

CTA

GTG

GGC

GCG

CTC

GGG

TTC

GTC

GTC

GGT

GAA

GAT

GTT

TAC

ATC

GAG

TAC

GAG

AGT

GTT

GGG

CGC

AAG

GTC

ACG

CGC

CccC

AAG

TAC

CCT

GTG

ATG

CAG

AAG

GCG

GAC

GCC

GAC

CGG

GGC

GGA

TAT

CGT

GAT

CGC

GAA

CCA

GTT

TTC

GTG

GGC

TGG

GAC

TTC

GAA

CTC

AAG

TAC

CCA

CTT

GAA

CGA

TCT

CTG

GAA

TGA

CGC

CAA

CGG

GAC

CCG

GAC

TGG

GTT

CAA

CGC

GGA

GGC

GAG

TGG

CGA

ATG

CAG

CGA
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ATG

ATG

GTC

GCG

GCG

GTT

GTA

CTG

TCG

TTG

GTT

GTT

GTA

AAG

AAG

ATG

ACG

CGC

ACC

ATG

GTG

CGG

TCG

GGC

CGG

CCA

CGT

GAG

ACG

CAG

AAC

CGG

CGC

GAC

AAT

AGT

GTG

GAG

GAG

TTC

TTG

ACG

CAG

CAA

TAC

CTT

TCG

CTT

GGC

CTC

GTG

ATC

CTC

GGC

GCG

CTG

CGT

GAG

GGG

CGC

ACG

GAT

ACG

GTA

GCA

GAG

CGA

GTG

GCC

TAC

GCG

GCG

GTT

GGC

CCG

CGC

CTC

CGG

GAC

CTT

TAC

AAG

GCG

TCC

GCT

ATC

TTC

AAC

AAG

ACC

TGG

GTC

GCA

CAC

GAC

CGA

TCG

TTC

CGA

GCG

CCC

CAG

GCT

CTG

TGA

TCC

GAG

CGC

TCC

GAG

TCC

TAC

GAG

GCT

CGA

TTC

GGA

GAC

CAC

GTC

ATT

CAG

TCC

GAT

GGG

TTT

TTC

GAG

TCG

GGG

CTC

GTC

TGC

CTT

GCC

GGT

GAC

CTC

CCG

ATT

TGG

GGG

GCC

GCC

CTC

GCC

AAG

GAC

GGG

GGG

GCG

AGC

CGT

GAG

ATC

CTC

TAC

TTC

GAC

CAG

CGT

CTT

GGA

GCT

ACG

GCG

ATC

TTG

GAG

CGG

CAC

GCT

CGA

CAC

GAC

GCG

TTC

ATG

GCC

GCC

GCC

CGC

GAG

GCG

CCG

TTG

CCG

GGG

CCT

GTT

CCG

GAG

TGG

GCG

GTC

CTG

TAT

TTG

CTC

ATC

GCG

GTG

CTG

GAA

CCT

GTC

CCA

CCG

CGG

CGG

GCA

CAT

TTC

CAC

GCG

TCC

TCG

GGG

ACG

AAG

ACG

ACG

GCC

CTC

CGC

GCG

GGG

ACG

GGA

CGG

ATC

CCA

TCG

ACG

CAC

AAC

TCG

GTG

Cccc

CGG

CTG

CTG

AGG

GGT

AGT

GCG

CAC

AAG

GCA

CTC

TCC

ccc

GCG

ATC

TTG

CCT

GTG

GAG

GCC

ACG

AAC

GAC

GCG

CGC

CTG

ATT

CAT

GTG

CGA

AAG

GGG

CTC

AAG

TTC

CCG

GAG

CTG

GTC

ACG

GAT

CGG

CTA

CGT

GGC

CGC

CTC

GGG

CTG

GCA

GTT

AAC

TTC

GAT

ATC

GGG

ATG

CTC

ATG

CTG

GCG

CTT

GCG

GCA

AAG

ACG

TTC

ATG

CTG

AAG

CAC

TCC

GTG

GCC

GAC

CGC

CTG

GAA

GGC

GCC

GAC

CTT

GGC

GCT

CGC

AGG

TCG

TCC

AAG

CTT

GGG

CTG

ATG

AGC

TGG

GTG

CTT

ATG

TCT

GGG

GTG

CGG

TGG

CAG

CAC

GGA

GCG

CTC

GCG

GAT

CTC

AAT

TTC

GGA

GAC

GCT

GGC

GCG

TTG

GCG

GAC

GTC

GTT

GCA

CCG

AAC

GAT

TTC

GTC

GAG

CAC

GAG

GTA

CGC

GGG

TCC

GGG

ACG

TCT

TCA

GCG

TCC

GGG

GAA

GAT

GGC

GGC

GTG

CCT

CAG

AAG

TTG

GGC

CCA

ACG

TCT

CCC

GGA

GTG

Cccc

ATG

CCT

GGC

GAG

GAC
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GTG

AGT

GCG

CAC

AAG

GCT

CTC

GAT

CCG

GCG

GTC

TTG

CCG

GTG

GAA

GCC

ACG

AAT

CTC

AGG

CGT

AGG

TCG

ATC

CAC

GTG

CGG

AAG

GGT

CTC

AAG

TTC

CCG

GAG

CTG

GTC

ACG

GCT

CGG

GTT

GGC

AGA

GCG

CAC

CTC

GGG

CTG

GCG

GTG

CAC

TTC

GAC

GTC

GGC

ATG

CTC

ATG

CTC

GCG

CTA

GCC

GCC

CGC

TTC

ACG

TTC

ATG

CTC

AAG

CAT

TCC

GTT

GAG

AAC

CGA

CTT

GAA

GGC

GCA

GAC

CTT

CAC

GCC

GAT

CCT

AGG

TCG

GCC

AAG

CTC

GGG

CTG

CTC

CAG

TGG

GTG

CTA

CTG

TCG

GGG

GTA

CGG

GAA

GTT

GAC

CAA

GGC

GCG

CTG

GCG

GAT

CTG

AAT

TAC

GGA

GAC

GCC

GGG

GCA

TTG

GCG

GAC

GTT

GAA

GGT

TGA

CCG

AAC

GGC

TTC

GTT

GAG

CAC

GAG

GTC

CGG

GGG

TCT

GGG

ACG

ccc

CCG

GCG

GCC

GCG

GGC

GAT

GGC

GGG

GTA

CCG

CAG

AAG

CTG

GGC

CCA

ACG

TCG

AGC

GGG

ACG

CCG

ATG

CCT

TCG

CGA

GCC

ATG

GTC

GCT

GCT

GTT

GTC

CTG

GCT

CTC

GTT

GCG

GTC

AAG

AAG

TTG

ACT

CGT

TCG

CGC

GCA

TCG

GGC

CGG

CCA

CGC

GAG

ACG

CAG

AAC

CAG

CGG

GAT

AAC

AAG

GTG

GAG

GAG

GGT

GAT

GGT

AAG

TAC

CTG

TCG

CTT

GGC

CTC

GTC

ATC

CTC

GGC

GCG

CTG

CGT

GCC

GGG

CGC

CGC

TTG

AGC

GCA

GAG

CGA

GAA

GCT

TAT

GTT

GCA

GTT

GCC

CCT

CGC

CTC

CGT

GAC

CTT

TAC

TCG

GCG

GTT

ATC

TAC

ACC

ACG

ACC

TGG

GGT

GCG

CAT

GAC

TAC

TCC

TTT

CGG

GCG

CCC

CAG

GGC

CGC

TTC

GAG

CGC

GCG

GAA

TTC

TAC

GAG

GCC

CGG

TTC

GGG

GAC

TGC

GTC

ATT

CAG

TCA

AAT

GGC

CTC

TTC

GAG

TCC

GGG

CTC

GTC

AGT

CTT

GCC

GGC

GAC

CTC

CCG

GCT

TGG

GGG

GCG

CAA

GAC

GTC

AAG

GAC

GGG

GCT

AAT

AGT

CAG

GAG

GTC

CTC

CAC

TTC

GAC

CGG

CGC

CTG

GGG

GCG

ACT

GCG

ATC

TTA

GCA

CGG

CAC

ACG

CGA

CAC

GAC

GCG

TTC

ATG

GAC

GCA

GCG

CGC

GAA

GGC

GAC

TTG

CCA

GGG

CCG

GTC

CCG

GAG

TGG

GCG

GTT

CTG

TAC

CTG

ATC

ATC

GCG

GTG

AGT

CAC

GGC

GTT

CGG

CCG

CGC

ATG

TCC

CAC

TTC

CAC

GAG

TCT

TCG

GGC

ACG

AAG

ACA

ACG

CAT

GCT

TGC

GCG

GGG

ACT

GGG

CGT

ATC

CCG

CCG

GCC

CAC

GAC

TCA

GTC

CcccC

CGG

CTG

CTG

GGG

CGC

GGA
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Cepas de M. zanthus obtenidas
durante el desarrollo de esta tesis

Genotipo Nombre alternativo

DK1622 wild type (tan) DK1622 tan
A1233

A1234

A2176

A2177

A3182

A3183

A48

A4842

A1233A123)

A217T6A2177

A8182A 3183

A1233A1234 A21T6A2177 Acuddruple
A3182A3183 AJ842A4841

A1233A1234 A3182A3183 AJ842AL841  Aséxtuple

A1233A1234 A21T6A2177 A3182A3183

AJ8J2AJ8)1 Adctuple

...continua en la pigina siguiente
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Apéndice . Cepas de M. zanthus obtenidas en esta tesis

Genotipo Nombre alternativo

DK1622-spi lacZ
DK1622tan-spt lacZ
DK1622-fmgFE lacZ
DK1622tan-fmgFE lacZ

A1253-spi-lacZ
A1234-spi-lacZ
A2176-spi-lacZ
A2177-spi-lacZ
Adctuple-spi-lacZ
A1235-fmgE-lacZ
A1234-fmgFE-lacZ
A2176-fmgE-lacZ
A2177-fmgE-lacZ
Adctuple-fmgFE-lacZ

Tabla 2: Cepas obtenidas durante esta tesis
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Plasmidos construidos durante el
desarrollo de esta tesis

Nombre Descripciéon

pBJ-A1233 A1233 Kan" GalK
pBJ-A1234 A1234 Kan" GalK
pBJ-A2176 A2176 Kan" GalK
pBJ-A2177 A2177 Kan" GalK
pBJ-A3182 A3182 Kan" GalK
pBJ-A3183 A3183 Kan" GalK
pBJ-A4841 A4841 Kan" GalK
pBJ-A48/2 A4842 Kan" GalK
pBJ-A1233A123) A1233A123} Kan” GalK
pBJ-A2176A2176 A2176A2176 Kan" GalK
pBJ-A3182A 3183 A3182A 3183 Kan" GalK
pBJ-A4842A4841 A4842A4841 Kan" GalK
pMATS3 PcuoA Mx8 attP int Tet”
pMAT4 PcuoA Mx8 attP int Kan"
pNG1A PcuoA Kan”

pNG10A PcuoA Tet”

...continta en la pagina siguiente
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Apéndice . Plasmidos construidos en esta tesis

Nombre Descripcién

pKT25-1233 Fusion T25-MXAN 1233 Kan"
pUT18C-1233 Fusion T18-MXAN 1233 Amp”
pKT25-1234 Fusion T25-MXAN 1234 Kan”
pKNT25-1234 Fusion MXAN 1234-T25 Kan”
pUT18-1234 Fusion MXAN 1234-T18 Amp”
pUT18C-1234 Fusion T18-MXAN 1234 Amp”
pKY-spi-lacZ Kan" Pspi-lacZY
pKY-fmgFE-lacZ Kan" PfmgE-lacZY

Tabla 3: Plasmidos construidos durante esta tesis.
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